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Trypanosoma  cruzi  es  un  protozoo  flagelado  y  el  agente  etiológico  de  la  enfermedad  de 
Chagas. Tiene un ciclo de vida complejo que alterna entre dos huéspedes y por  lo menos 
tres  estadíos  de  desarrollo  diferentes. Actualmente,  el  tratamiento  de  la  enfermedad  de 
Chagas depende de drogas que son tóxicas para el hospedador y susceptibles a mecanismos 
de  resistencia  del  parásito.  Por  lo  tanto  es  necesario  encontrar  nuevos  blancos  para 
determinar  alternativas  terapeúticas  más  eficientes.  Además,  este  parásito  presenta 
características  únicas  que  lo  hacen  un  interesante  modelo  para  el  estudio  de  diversos 
procesos propios de las células eucariotas. 
La  acetilación  se  ha  revelado  en  los  últimos  años  como  una  de  las  modificaciones 
postranscripcionales más  frecuentes,  tanto  en  bacterias  como  en  células  eucariotas,  de 
naturaleza  conservada  y  ubicua,  lo  que  sugiere  un  alto  poder  regulatorio  que  lleva  a 
compararla con  la  fosforilación de proteínas. Esta es una modificación covalente  llevada a 
cabo por enzimas denominadas Lisina Acetiltransferasas y Lisina Deacetilasas. 
El bromodominio,  es  el único dominio proteico de unión  a  lisina  acetilada, presente  casi 
exclusivamente en proteínas de localización nuclear.  
Para entender mejor  la acetilación como mecanismo de regulación celular nos propusimos 
identificar  las proteínas acetiladas de T.  cruzi,  caracterizar el Factor  con Bromodominio 1 
(TcBDF1) y dos lisina deacetilasas de la familia Sir2 (sirtuinas, TcSIR2RP1 y TcSIR2RP3).  
En  este  trabajo  se  identificaron  por  primera  vez  proteínas  acetiladas  (150)  en  T.  cruzi, 
distribuídas  entre  los  distintos  compartimentos  celulares  e  involucradas  en  una  amplia 
variedad de funciones. Como era de esperar, el número de proteínas acetiladas en T. cruzi 
es más cercano al de Toxoplasma y Plasmodium falciparum que al de células de mamíferos 
o  plantas.  A  pesar  de  que  el  número  de  proteínas  acetiladas  detectadas  depende  de  la 
profundidad del análisis,  los datos presentados sugieren  fuertemente que  la acetilación es 
una modificación crítica encontrada en todos los reinos y que hay una presión selectiva para 
mantener esta actividad aún después de una adaptación a vida parasitaria. 
TcBDF1  se  expresa  en  todos  los  estadíos  del  ciclo  de  vida,  pero  presenta  una  expresión 
diferencial,  siendo  más  abundante  en  el  estadío  infectivo  (tripomastigotes)  que  en  lo 
replicativos  (epimastigotes  y  amastigotes).  En  epimastigotes,  se  concentra  en  los 














TcSIR2RP1  es  una  proteína  citoplasmática  que  presenta  una  expresión  diferencial  en  los 
distintos  estadíos:  es más  abundante  en  los  estadíos  replicativos  que  en  el  infectivo.  Su 
sobreexpresión no afecta el crecimiento de epimastigotes ni  su morfología, pero éstos  se 
diferencian más eficientemente a tripomastigotes y resultan más infectivos. 
TcSIR2RP3  posee  una  localización mitocondrial  y  una  expresión  diferencial  a  lo  largo  del 
ciclo de vida de T. cruzi, es más abundante en epimastigotes que en amastigotes y no  se 
observa  en  tripomastigotes,  al  menos  en  las  condiciones  ensayadas.  TcSIR2RP3  está 
involucrada en  la  respuesta al estrés oxidativo. Su sobreexpresión modifica el crecimiento 
de epimastigotes pero no afecta su morfología ni su tasa de metaciclogénesis. La capacidad 
infectiva de  los tripomastigotes se ve  levemente disminuída pero  la tasa de duplicación de 
los amastigotes intracelulares aumentada.  
En  conjunto, nuestros  resultados  sugieren que  la actividad de  las  sirtuinas es  importante 
para  la proliferación de las formas replicativas, para  la  interacción huésped‐parásito y para 
la diferenciación entre  los distintos estadíos, pero cada una está  involucrada en diferentes 
procesos.  Actualmente,  está  en  auge  el  desarrollo  de  inhibidores  de  deacetilasas  por  su 
potencial  para  el  tratamiento  de  enfermedades  infeccionas  y  no  infeccionas.  Nuestros 
resultados contribuyen al conocimiento de  la  localización y  función de estas enzimas y  las 













Trypanosoma  cruzi  es  un  protozoo  flagelado  perteneciente  al  Reino  Protista,  Subreino 
Protozoa,  Phylum  Sarcomastigophora,  Clase  Zoomastigophora,  Orden  Kinetoplastida, 
Familia  Trypanosomatidae,  Género  Trypanosoma,  Subgénero  Schizotrypanum  y  Especie 
cruzi. 
Todos  los miembros del orden Kinetoplastida están caracterizados por  la presencia de una 
estructura  peculiar  que  los  define,  llamada  kinetoplasto.  Entre  los  Kinetoplastidos,  se 
reconocen  varios  géneros  que  incluyen  trypanosomas  de  vida  libre  (por  ejemplo, 
Proleptomonas), parásitos de invertebrados (Crithidia y Leptomonas, entre otros), parásitos 
de  plantas  e  invertebrados  (por  ejemplo,  Phytomonas),  y  parásitos  de  vertebrados  e 
invertebrados  (como  Trypanosoma  y  Leishmania).  Estos  últimos  géneros  incluyen  a  las 
especies parásitas del hombre, y por consecuencia son las más estudiadas. 
CLASIFICACION  
La  variabilidad  del  genoma  de  T.  cruzi  y  la  diversidad  de  genotipos  y  fenotipos  de  esta 
especie  ha  sido  ampliamente  descripta  a  través  de  los  años  y  se  han  definido  distintos 
subgrupos siguiendo criterios ecológicos y epidemiológicos. Actualmente, la especie T. cruzi 
se clasifica en seis unidades de tipificación discreta (DTUs) [1]. En 2009, estas DTUs fueron 
renombradas  como TcI‐TcVI  [2]. Trypanosoma  cruzi es básicamente una población  clonal, 
refiriéndose el  término  clonal en este  contexto a  la estructura de  la población  y no a  su 
sistema de propagación. Esto no quiere decir que la recombinación está totalmente ausente 
en las poblaciones de este parásito, pero es un mecanismo raro que no rompe con el patrón 
prevalente  de  clonalidad.  Se  ha  reportado  que  existieron  eventos  de  recombinación 
genética  entre  DTUs  de  T.  cruzi  y  que  existirían  mecanismos,  aún  desconocidos,  de 
intercambio de material genético; pero la especie considerada como un todo presenta todas 
las  características  de  una  estructura  poblacional  clonal.  Dado  que  T.  cruzi  es 
predominantemente diploide  y  su mecanismo de  replicación  es  la  fisión binaria  (proceso 











Un  gran  número  de  especies  de  la  familia  Trypanosomatidae  constituyen  agentes  de 
enfermedades  de  importancia  médica  y  veterinaria.  Entre  estas  enfermedades  se 
encuentran  el  Mal  de  Chagas  (tripanosomiasis  americana),  la  enfermedad  del  sueño 
(tripanosomiasis africana) y las leishmaniasis. 
La Enfermedad de Chagas es una zoonosis muy compleja que está presente en casi todo el 
territorio  americano,  desde  Estados Unidos  de Norteamérica hasta  el  sur  de Argentina  y 
continúa representando una grave amenaza para  los países de  la región. Esta enfermedad, 





por  una  fase  indeterminada  asintomática,  en  la  cual  la  infección  está  presente  pero  los 
síntomas  crónicos aún no  se han desarrollado, y en un  tercio de  los  casos, una  fase  final 
crónica  sintomática  [4].  La  fase  aguda  generalmente  es  asintomática,  sin  embargo,  poco 
después de  la  infección un nódulo  cutáneo  local  llamado  chagoma puede  aparecer en  el 
sitio de inoculación y ocacionalmente puede ocasionar episodios de miocarditis. En algunos 
pocos  casos  la  fase  aguda  puede  resultar  en muerte  por  cepas  virulentas,  aunque  otros 
factores  como  el  tamaño  del  inóculo,  y  el  genotipo,  edad  y  estado  inmune  del  huésped 
pueden  influir en  la aparición de esta forma aguda  letal [5].  Recientemente se ha sugerido 
denominar a la fase indeterminada como fase crónica asintomática, con el fin de considerar 
a todos los infectados con T. cruzi como enfermos crónicos de Chagas, sintomáticos o no. 
El  reservorio  natural  de  T.  cruzi  lo  constituyen  armadillos,  marsupiales,  roedores, 
murciélagos y primates silvestres, además de ciertos animales domésticos; y es transmitida 
al  hombre  comúnmente  por  triatominos  hematófagos  como  Triatoma  infestans, 
comúnmente  llamado  vinchuca,  el  cual  transmite  el  parásito  cuando  defeca  sobre  la 
picadura que él mismo ha realizado para alimentarse (62a Asamblea Mundial de la Salud, 20 
de marzo de 2009, Organización Mundial de la Salud, http://www.paho.org/). Otras vías de 
transmisión  de  la  enfermedad  pueden  ser:  transplacentaria  (Enfermedad  de  Chagas 
congénita),  transfusional,  por  trasplante  de  órganos,  oral  (a  través  de  la  ingesta  de 











150  especies de  24  familias de  animales domésticos  y  silvestres,  además del hombre.  La 
estrategia de  control  de  la  enfermedad  está  basada  en  la  interrupción de  la  transmisión 
vectorial y en el tamizado sistemático de sangre de dadores en todos los países endémicos; 
en  la  detección  y  tratamiento  de  la  transmisión  congénita  y  en  la  administración  de 
tratamientos  a  los  casos  agudos  y  a  los  niños.  Estas  intervenciones  han  contribuido  a  la 
interrupción de  la  transmisión en amplias regiones del continente. Brasil, Chile y Uruguay, 
fueron declarados países  libres de  transmisión por Triatoma  infestans con  la consecuente 
disminución en la incidencia de casos humanos. En Argentina, actualmente nueve provincias 
son consideradas libres de transmisión vectorial. Es importante destacar que la transmisión 
no se  limita a  los países en  los que  la enfermedad es endémica, debido a  los movimientos 
migratorios  de  personas  que  se  encuentran  infectadas  y  a  la  falta  de  control  sobre  los 
productos  sanguíneos  en  los  países  donde  no  hay  transmisión  vectorial  del  parásito.  Los 
casos  reportados  en  países  previamente  considerados  libres  de  la  enfermedad  han 
aumentado, por ejemplo en Japón y Australia (Figura 1).  
En  la  actualidad  no  existe  una  vacuna  contra  T.  cruzi,  y  los  únicos  dos  medicamentos 
disponibles  que  se  encuentran  en  el  mercado  hace  más  de  40  años  (benznidazol  y 
nifurtimox),  son  sólo  parcialmente  efectivos,  además  de  que  presentan  serios  efectos 
secundarios.  En  el  último  reporte  sobre  la  Enfermedad  de  Chagas  del  grupo  de  trabajo 
científico de la Organización Mundial de la Salud, se recomienda que se deben implementar 
y  reforzar  las  investigaciones  sobre  el mal de Chagas, principalmente  en el desarrollo de 










invaginación  llamada bolsillo  flagelar. Su  forma y el  largo del mismo varían a  lo  largo del 
ciclo de vida. Su núcleo presenta una organización estructural similar a  la de otras células 
eucariotas y mide aproximadamente 2,5 μm. 
Mediante  microscopía  óptica  se  pueden  diferenciar  tres  formas  evolutivas  principales: 










posterior  del  parásito  y  se  adhiere  a  lo  largo  del  cuerpo  del  parásito  a  través  de  una 
membrana  ondulante,  volviéndose  libre  en  la  región  anterior.  Esta  forma  es  altamente 
infectiva, no  replicativa  y  puede  ser  encontrada  en  la porción posterior  del  intestino del 
insecto vector  (tripomastigotes metacíclicos), en  la  sangre y el espacio  intercelular de  los 
hospedadores  vertebrados  (tripomastigotes  sanguíneos)  y  también  pueden  obtenerse  a 
través  de  cultivos  de  células  infectadas  ó  en  cultivo  axénico  (metaciclogénesis  in  vitro) 
(Figura 2B). 
Epimastigotes: poseen aspecto fusiforme (20‐40 μm de largo), con el kinetoplasto en forma 
de barra o bastón  localizado en  la  región anterior al núcleo. El  flagelo emerge del bolsillo 
flagelar  con  abertura  lateral,  y  recorre  adherido  la  porción  del  cuerpo  del  parásito, 











Se  trata  de  un  ciclo  de  vida  complejo  con  estadíos  intracelulares  y  extracelulares  y 
alternancia  entre  dos  hospedadores:  un  hospedador  vertebrado  (humanos,  mamíferos 
salvajes  tales como marsupiales o armadillos, o animales domésticos) y uno  invertebrado 
(triatominos).  Los  hospedadores  invertebrados  pertenecen  a  las  familias  Hemíptera  y 
Reduvidae de las que se han descripto aproximadamente 100 especies existentes solamente 
en el continente americano. De todas las especies conocidas, el vector más importante de la 
enfermedad  por  su  hábito  casi  exclusivamente  doméstico  es  el  Triatoma  infestans, 
perteneciente a  la subfamilia Triatominae. 
El  ciclo  de  vida  comienza  cuando  el  hospedador  invertebrado  se  alimenta  de  sangre 
infectada  de  un  hospedador  vertebrado.  Durante  la  alimentación,  los  tripomastigotes 
presentes en la sangre del hospedador vertebrado infectado son ingeridos por el insecto. En 
el estómago del insecto los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes. Estos últimos se 






tripomastigotes  metacíclicos,  los  cuales  son  eliminados  con  las  heces  y  la  orina 
inmediatamente después que el insecto se alimenta nuevamente de sangre. De esta forma, 
los  tripomastigotes  presentes  en  las  heces  y  la  orina  quedan  depositados  sobre  el 




En  los mamíferos el ciclo se  inicia con  la penetración de  los tripomastigotes metacíclicos a 
diversas células, entre estas macrófagos, fibroblastos o células epiteliales, por un proceso de 
endocitosis.  Luego de  la  invasión,  los parásitos  se encuentran en una  vacuola endocítica, 
denominada vacuola parasitófora, donde gradualmente se diferencian a amastigotes y casi 
simultáneamente  rompen  la  membrana  que  rodea  la  vacuola.  Posteriormente  los 




intercelular  por  ruptura  de  la  célula,  ingresando  al  torrente  sanguíneo  o  linfático.  Estas 













un arreglo  complejo de ADN dentro de una gran mitocondria que  se extiene por  todo el 




Todos  los  genes  que  codifican  proteínas  están  organizados  en  grandes  unidades 
policistrónicas bidireccionales [13]. La mayoría de los cromosomas contienen por lo menos 
dos PGCs  (del  inglés “Polycistronic Gene Clusters”). Descripto más en detalle en  la sección 
“El Núcleo y Genética de Trypanosomas”. 
III. Trans‐splicing [14].  
Es  un  evento  de  procesamiento  de  ARNs  en  el  cual  participan  2  moléculas 












por  el  genoma mitocondrial,  denominados  ARN  guías  (ARNgs),  contienen  la  información 
para la modificación. Para dirigir estos eventos, el ARNg debe aparearse correctamente con 
el ARNm a editar. El proceso de anillado requiere  la hibridación de  la secuencia de anclaje 











de  los  eucariotas.  Es  pequeño,  mide  aproximadamente  2,5  μm  y  tiene  una  membrana 
nuclear  típica  con  poros  de  80  nm  de  diámetro.  Se  evidencia  una  continuidad  entre  la 




momento  del  ciclo  celular  de  T.  cruzi.  En  el  centro  del  núcleo  se  puede  encontrar  el 
nucleolo. 
Trypanosoma  cruzi  posee  un  genoma  de  60,3  Mb  (Cepa  CL  Brener)  organizado  en  41 





de  hebra  divergentes.  Los  genes  de  una  unidad  policistrónica  generalmente  no  codifican 






debe  a  que  la  expresión  génica  en  tripanosomátidos  está  principalmente  regulada 
postranscripcionalmente a nivel del procesamiento,  la estabilidad y  la traducibilidad de  los 
ARNm. 
Trans‐splicing 
El análisis de  secuencia de ARNs mensajeros de  trypanosomas ha demostrado que  todos 
ellos (sin excepción a  la fecha) presentan una secuencia común de unos 39‐41 nucleótidos 
en su extremo 5’. Esta secuencia forma parte de  la región no traducida de  los mensajeros, 










eucariontes  donde  participan  2  moléculas  precursoras  independientes.  Fue  descripto 
originalmente  en  tripanosomátidos,  y  después  fue  encontrado  también  en  nemátodos, 
tremátodos  y  Euglena.  En  todos  estos  organismos  la  reacción  intermolecular  da  como 
resultado  un  exón  no  codificante  “spliced‐leader”  en  el  extremo  5’  del  ARN mensajero 
















están  preparados  para  la  vida  en  el  intestino  del  insecto,  donde  la  concentración  de 
azúcares es normalmente muy baja y la de aminoácidos, principalmente prolina y treonina, 
alta, ya que el sistema mitocondrial está altamente reprimido. En la sangre del hospedador 
mamífero,  algunos  tripomastigotes  de  T.  brucei  se  diferencian  a  la  forma  “stumpy”  que 
depende de  la glicólisis pero posee un sistema mitocondrial parcialmente activo  lo cual  le 







Figura  4:  Representación  esquemática  de  la  glicólisis  en  la  forma  sanguínea  de  T.  brucei.  La  glucosa  es  el 
nutriente y el glicerol y el piruvato los productos finales. Enzimas: 1, hexoquinasa; 2, fosfogluco isomerasa; 3, 
fosfofructo  quinasa;  4,  aldolasa;  5,  triosafosfato  isomerasa;  6,  gliceraldehído‐3‐fosfato  deshidrogenasa;  7, 
fosfoglicerato  quinasa;  8,  glicerol‐3‐fosfato  deshidrogenasa;  9,  glicerol  quinasa;  10,  adenilato  quinasa;  11, 
glicerol‐3‐fosfato oxidasa; 12, fosfoglicerato mutasa; 13, enolasa; 14, piruvato quinasa. Adaptado de [24]. 
Las  principales  formas  de  T.  cruzi  poseen  un metabolismo más  relacionado  a  la  forma 
procíclica de T. brucei [25], que no solo degrada glucosa, sino también aminoácidos a través 
de un metabolismo mitocondrial  complejo,  el  cual  involucra una  cadena  respiratoria  con 
citocromos  y  fosforilación oxidativa para producir ATP  (Figura 5)  [23]. De  esta manera T. 
cruzi puede usar  como  fuente de  carbono  y de  energía  tanto  glucosa  como  aminoácidos 
[26].  Los  amastigotes  no  toman  glucosa  del  medio,  sino  que  obtienen  su  energía 
principalmente a partir de aminoácidos, aunque la oxidación de ácidos grasos no puede ser 
excluída. Los  tripomastigotes sanguíneos metabolizan  la glucosa presente en  la sangre del 
hospedador mamífero. Los epimastigotes, aunque viven en un medio en el cual la glucosa es 
escasa y  los aminoácidos son abundantes, prefieren  la glucosa por sobre  los aminoácidos. 








Figura 5: Representación esquemática del metabolismo de  la glucosa en  la  forma procíclica de T. brucei. Los 
productos  finales son el acetato,  la L‐alanina, el piruvato, el glicerol, el L‐lactato, el succinato,  la glicina y el 




















Un  rasgo  distintivo  de  la  utilización  de  glucosa  por  los  trypanosomas  es  la  ausencia  de 
“Efecto  Pasteur”  [28].  En  la mayoría  de  los  organismos  la  transición  de  anaerobiosis  a 
aerobiosis  es  acompañada  por  una  rápida  y  considerable  disminución  en  los  niveles  de 





Otra  característica  sobresaliente  de  la  glicólisis  en  tripanosomátidos  es  su 




un diámetro de 0.2  a 0.3  μm  [33]. El número estimado de  glicosomas  va desde diez por 
célula en  Leishmania mexicana  [34] hasta 100 en  la  forma  sanguínea de T. brucei  [33]. A 
pesar  de  no  poseer  catalasas,  comparte  muchas  características  con  los  peroxisomas: 







Figura 6: Microscopía electrónica en  la cual  se observan  los glicosomas esféricos en T. brucei. Adaptado de 
[36]. 
En  la  forma  sanguínea  de  T.  brucei,  las  primeras  siete  enzimas  de  la  glicólisis,  desde  la 
Hexoquinasa hasta  la Fosfoglicerato quinasa, se encuentran en el glicosoma, mientras que 
las últimas tres, la Fosfoglicerato mutasa, la Enolasa y la Piruvato quinasa, se encuentran en 
el  citosol  (Figura  4).  Las  enzimas  glicolíticas  comprenden  hasta  el  90%  del  contenido 
proteico  del  glicosoma,  sin  embargo  también  hay  enzimas  pertenecientes  a  otras  vías 
metabólicas  como  la  vía  de  las  pentosas  fosfato,  la  β‐oxidación  de  ácidos  grasos  y  el 
metabolismo  de  éteres,  entre  otros.  Debido  a  esta  distribución  de  las  enzimas,  no  hay 
síntesis  neta  de  ATP  en  la  organela,  por  cada  molécula  de  glucosa  se  consumen  y  se 




la  glicólisis  es  diferente:  se  expresa  una  Fosfoglicerato  quinasa  citosólica  y  enzimas 
adicionales,  como  la  Fosfoenolpiruvato  carboxiquinasa,  la  Malato  deshidrogenasa,  la 
Fumarasa y la Fumarato reductasa, se  importan al glicosoma [37]. En esta situación menos 
del 50% de las enzimas glicosomales son glicolíticas (Figura 5). 
En el  intestino del  insecto  vector,  los  aminoácidos  son  la  fuente de energía dominante a 
través del metabolismo mitocondrial productor de NADH. Los electrones del NADH ingresan 
a  una  cadena  respiratoria  típica  impulsando  la  generación  de  energía  a  través  de  la 
fosforilación  oxidativa.  En  este  caso,  las  enzimas  glicolíticas  funcionan  en  la  dirección 
reversa como parte de la vía gluconeogénica (Figura 5) [38]. 
La correcta compartamentalización de las enzimas glicolíticas es esencial para el parásito al 






las  actividades  de  la Hexoquinasa  y  de  la  Fosfofructo  quinasa,  que  se  suele  dar  por  sus 
productos o por otros efectores alostéricos. El catabolismo de  la glucosa, así como el del 
glicerol, son vías autocatalíticas ya que el ATP producido  impulsa el  flujo. Si  la glicólisis no 
estuviese  confinada  al  glicosoma,  la  ausencia  de  regulación  enzimática  provocaría  la 
acumulación  de  hexosas  fosfato,  lo  que  resultaría  altamente  tóxico  para  la  célula  [39]. 
Además,  las  propiedades  cinéticas  peculiares  de  las  enzimas  glicosomales  hacen  que  la 
glicólisis  solo  pueda  funcionar  correctamente  dentro  de  la  organela,  delimitada  por  una 
membrana que garantiza  la existencia de un  ‘pool’ de  los  cofactores NAD(H), ADP y ATP, 
diferente  al  ‘pool’  citosólico.  De  este modo,  las  enzimas  detectarían  diferentes  estados 
redox  y  potenciales  fosfato,  dependiendo  si  se  localizan  en  el  citosol  o  el  glicosoma,  y 
consecuentemente funcionarían diferente [40].  
Se  ha  propuesto  que  los  glicosomas  compartamentalizan  gran  parte  de  la  glicólisis  y 
gluconeogénesis  para  proveer  al  organismo  una  mayor  flexibilidad  metabólica.  Esta 
hipótesis  se  basa  en  (1)  la  gran  variación  en  el  contenido  de  enzimas  glicosomales 
encontrada  entre  tripanosomatidos  y  entre  los  distintos  estadíos  de  cada  especie;  (2)  la 
presencia de vías metabólicas centrales, o parte de ellas, en esta organela; y (3) el rápido y 
eficiente  modo  por  el  cual  glicosomas  con  un  cierto  repertorio  enzimático  puede 








la mitocondria,  el  cloroplasto  y  el  retículo  endoplasmático  que  solo  importan  proteínas 
desplegadas [42], el glicosoma importa proteínas plegadas e incluso polimerizadas [43]. 
Las secuencias de localización peroxisomal así como las vías de importe están ampliamente 
conservadas  en  eucariotas  [44].  En  células  de mamíferos  se  identificaron  varios  tipos  de 
señales de  importación peroxisomal  (PTS),  las  cuales en  los últimos años  también  fueron 
identificadas en tripanosomátidos: 









 Señal  de  importación  peroxisomal  tipo  2  (PTS‐2):  nonapéptido N‐terminal,  es  una 
señal  bipartita  con  la  secuencia  consenso M‐x(0,20)‐[RK]‐[LVI]‐x5‐[HKQR]‐[LAIVFY], 
donde  x(0,20)  representa un  rango de entre 0 y 20  residuos de aminoácidos. Está 
presente  en  la  Hexoquinasa,  en  la  6‐fosfoglucolactonasa  y  en  la  Serina 
acetiltransferasa, entre otras [47].  
 Señal de  importación peroxisomal  interna  (I‐PTS): señal  interna de 22 aminoácidos 




La  mayoría  de  los  estudios  de  la  biogénesis  de  los  microsomas  se  llevaron  a  cabo  en 
levaduras y células de mamíferos. La  información disponible  indica que este es un proceso 
conservado,  con  solo  algunas  diferencias  [49]. Hasta  el momento  se  han  identificado  32 




El primer paso en el  importe de  las proteínas a  la matriz es mediado por dos  receptores 
citosólicos implicados en dos vías que convergen: 
 Pex5:  pertenece  a  la  familia  de  proteínas  con  repeticiones  de  tetratricopéptidos 
(TPR)  [50].  Presenta  dos  dominios,  el  C‐terminal  posee  el  dominio  TPR  y  es  el 
encargado de  reconocer a  la señal de  importación peroxisomal  tipo 1  (PTS‐1), y el 
dominio N‐terminal está  involucrado en  la unión  a  la membrana  y en el  reciclado 
[51].  
 Pex7: pertenece a  la  familia de proteínas  con  repeticiones de  triptófano‐aspartato 


















ligando en el citosol, (II) el complejo receptor‐ligando se une a  la membrana, (III) se transloca el  ligando a  la 
matriz,  (IV) se desensambla el complejo  receptor‐ligando y  (V) el  receptor se exporta nuevamente al citosol 
gracias a Pex1 y Pex6. Adaptado de [61]. 
La mayoría de  los genes Pex se encuentran moderadamente conservados, con homólogos 




la biogénesis de  la organela; sin embargo dada  la divergencia existente entre  las peroxinas 












dinámica,  altamente  regulada  y  reversible.  Fue  inicialmente  descripta  en  histonas  hace 
cuatro décadas [65]. Sin embargo, no fue hasta treinta años más tarde que se descubrió  la 
primera proteína no histona acetilada, p53 [66]. Hoy se sabe que, de los doscientos tipos de 









otras  proteínas  y  con  el  ADN,  la  localización  subcelular,  la  actividad  transcripcional  y  la 
estabilidad. Junto con otras MPTs, la acetilación juega un papel crucial en la regulación de la 








estado  de  la  estructura  de  la  cromatina  [70‐71].  Cada  modificación  puede  alterar  la 
estructura  de  la  cromatina  pero  el  estado  global  de  la  misma  es  determinado  por  la 
combinación  de modificaciones.  Este  código  complejo  juega  un  rol  preponderante  en  la 
regulación de  la transcripción, el mantenimiento de  la  integridad del genoma y constituye, 
conjuntamente con la metilación del ADN,  la “memoria epigenética” [72].  
Las  enzimas  que  catalizan  esta  transferencia  covalente  son  llamadas  Lisina 
Acetiltransferasas (KAT) y Lisina Deacetilasas (KDAC), originariamente denominadas Histona 
Acetiltransferasas  e  Histona  Deacetilasas.  El  único  dominio  proteico  capaz  de  reconocer 







En  los últimos años  varios estudios demostraron  la naturaleza  conservada  y ubicua de  la 
acetilación de proteínas, lo que sugiere un alto poder regulatorio de esta modificación que 
lleva a compararla con la fosforilación de proteínas [73]. 
Los  avances  en  proteómica  permitieron  la  identificación  de  centenares  de  proteínas  con 
lisinas acetiladas. En el 2006, Kim y colaboradores, desarrollaron un método para estudiar la 
acetilación de proteínas a nivel del proteoma en células HeLa. Utilizaron un anticuerpo anti‐ 





1750  proteínas  pertenecientes  a  diversas  localizaciones  y  funciones  celulares.  En  este 
estudio también se observó que mientras la fosforilación ocurre principalmente en regiones 
no estructuradas de las proteínas, la acetilación se localiza frecuentemente en regiones con 
secuencias  secundarias  ordenadas  [74].  Además,  encontraron  una  gran  variedad  de 
complejos  multiproteicos  enriquecidos  en  lisinas  acetiladas.  Zhao  y  colaboradores 
determinaron  el  acetiloma  de  tejido  de  hígado  humano;  al  compararlo  con  el  proteoma 




Organismo  Sitios acetilados Proteínas acetiladas  Referencia 
Células HeLa  388 195 [75] 
Células MV4‐11, A549 y Jurkat  Mas de 3600 1750 [74] 
Homo sapiens 1300 1047 [76] 
Escherichia coli  125 84 [77] 
Escherichia coli  138 91 [78] 
Salmonella enterica  235 191 [79] 
Drosophila melanogaster  1981 1013 [80] 
Arabidopsis thaliana  91 74 [81] 
Saccharomyces cerevisiae  2878 1059 [82] 
Toxoplasma gondi  411 274 [83] 
Rattus norvegicus  15471 4541 [84] 
Vitis vinifera  138 97 [85] 





Thermus thermophilus  197 128 [87] 
Erwinia amylovora   141 96 [88] 
Geobacillus kaustophilus   253 114 [89] 
Glycine max  190 121 [90] 
Pisum sativum  664 358 [91] 
Vibrio parahemolyticus  1413 656 [92] 
Mycobacterium tuberculosis   226 137 [93] 
Synechocystis sp  776 513 [94] 
Bombyx mori  667 342 [95] 
Tabla I: Acetilomas identificados. 
Como  se  puede  ver  en  estos  múltiples  trabajos,  la  acetilación  puede  regular  diversos 









intermedios, que  proporcionan  fuerza  y  resistencia  al  estrés mecánico;  los  filamentos de 
actina, que determinan la forma de la superficie celular y son necesarios para la locomoción; 
y  los  microtúbulos,  que  determinan  la  posición  de  las  organelas,  dirigen  el  transporte 
intracelular, dan soporte estructural e intervienen en la segregación de los cromosomas. Los 
microtúbulos son polímeros formados por heterodímeros de tubulina‐α y tubulina‐β, unidas 





tubulina  generan  un  código  que  especifica  funciones  mediante  la  modificación  de  la 










es  la  KAT  Elp3,  que  hasta  el  momento  había  sido  reportada  como  responsable  de  la 
acetilación de  las histonas H3 y H4 [99]. Los autores proponen que  la regulación fina de  la 
acetilación de  la tubulina‐α sería responsable de  la maduración de  las proyecciones de  las 
neuronas corticales. Por otra parte, han sido descriptas dos enzimas capaces de deacetilar 
tubulina‐α  in vivo e  in vitro: HDAC6  [100] y SIRT2  (ambas en humanos), cuyo ortólogo en 
levaduras  (Sir2)  está  involucrado  en  el  silenciamiento  transcripcional  [101‐102].  La 
acetilación de  la tubulina‐α parece estar  involucrada en  la estabilidad de  los microtúbulos, 
así  como  también puede  funcionar  como  sitio de unión para proteínas motoras. De esta 
manera regularía la dinámica del citoesqueleto. 
Por  otra  parte,  la  acetilación  puede  afectar  el  metabolismo  energético.  Casi  todas  las 
enzimas de  la glicólisis, gluconeogénesis, el ciclo de  los ácidos tricarboxílicos, el ciclo de  la 
urea  y  el metabolismo  de  ácidos  grasos  presentaron  esta modificación;  y  como  ya  fue 
mencionado, cerca del 20% de las proteínas mitocondriales se encuentran acetiladas [75]. Al 
estudiar el efecto de la acetilación en enzimas pertenecientes a vías metabólicas diferentes, 
se determinó que esta modificación  afecta directamente  la  actividad o  estabilidad de  las 
proteínas  y  que  los  niveles  de  acetilación  cambian  en  respuesta  a  variaciones  en  la 
disponibilidad de nutrientes extracelulares (Tabla II), lo que da evidencia de un rol fisiológico 
de la acetilación dinámica en la regulación del metabolismo [76]. Más aún, los efectos de la 
acetilación  parecen  estar  coordinados  de  modo  de  simultáneamente  inhibir  una  vía 
metabólica mientras que activa otra.  
Enzima  Efecto de la acetilación sobre la enzima  Organismo Referencia 
Fosfoglicerato kinasa   inhibe  A. thaliana  [81] 







Isocitrato liasa  inhibe  S. enterica  [79] 
Isocitrato dehidrogenasa  
kinasa/fosfatasa  activa su actividad fosfatasa  S. enterica  [79] 
Aldolasa  inhibe  H. sapiens  [84] 
Glicerol‐3‐fosfato  
dehidrogenasa   inhibe  H. sapiens  [84] 
Fosfoenolpiruvato  
carboxikinasa   dirige a la proteína a ser degradada  H. sapiens  [76,103] 
Enoil–coenzima A hidratasa/ 
3‐hidroxiacil– coenzima A   activa   H. sapiens  [76] 











llamada KAT2). Además, en  la misma época se  identificó a HAT1 en  levaduras  (KAT1), que 
inicialmente  se  postuló  como  una  acetiltransferasa  citoplasmática,  si  bien  luego  se 
determinó que también cumplía funciones nucleares (Revisado por [104]). 
Muchas de estas enzimas tienen dominios de unión a acetil‐CoA así como bromodominios y 
en  general  forman  complejos multiproteicos  [105].  Las  KATs  son  diversas  en  estructura, 
especificidad  de  sustrato  y  función,  y  su  clasificación  no  es  tan  clara  como  la  de  las 
deacetilasas que detallaremos más adelante. A grandes rasgos, pueden clasificarse en dos 
grupos o  clases  generales  (tipo A  y  tipo B)  dependiendo de  su  localización  intracelular  y 
especificidad  de  sustrato.  El  número  de  acetiltransferasas  en  el  genoma  humano  no  se 
conoce  con  exactitud  debido  a  la baja  similitud  de  secuencias  entre  estas  enzimas,  pero 








Mientras  que  las  familias  HAT1,  Gcn5/PCAF  y MYST  tienen  homólogos  desde  levaduras 
hasta humanos,  la familia p300/CBP es específica de metazoos y  la Rtt109 es específica de 




Los  tripanosomátidos  presentan  secuencias  en  su  genoma  que  codifican  para  pocas 
acetiltransferasas, metiltransferasas y modulos de unión, como bromodominios, comparado 
con otros eucariotas. En particular, hay ocho secuencias codificantes para KATs que son muy 





reconocible.  Cuatro  de  ellas  están  relacionadas  a  la  familia MYST  (KAT1‐4)  y  cuatro  a  la 




KATs  Familia  Localización subcelular   Funcionalidad  Referencia 
HAT1  MYST  Nuclear (T. brucei).  Es esencial, modula el silenciamiento 
telomérico.  [109] 
HAT2  MYST  Nuclear (T. brucei).  Es esencial, acetila la histona H4K10.  [109] 


























Las  Histona  deacetilasas  (HDAC)  o  Lisina  deacetilasas  (KDAC)  pueden  dividirse  en  dos 
familias,  la  clásica  o  zinc‐dependiente  (estructuralmente  relacionadas  a  las  proteínas 
Hda1/Rpd3  de  levaduras)  y  la  NAD+  dependiente  (homólogos  a  Sir2  de  levadura).  Otra 
clasificación divide a estas enzimas en cuatro clases según su conservación filogenética. Las 
clases  I,  II  y  IV  son  las deacetilasas  clásicas  (HsHDAC1‐11), mientras que  las homólogas a 










La  deacetilasa  Sir2  de  S.  cerevisiae,  el miembro  fundador  de  este  grupo,  es  una Histona 
deacetilasa  [117]  involucrada  en  varios  procesos  relacionados  con  la  cromatina,  como  el 
silenciamiento génico,  la reparación y replicación del ADN,  la estabilidad cromosómica y  la 
segregación plasmídica. Sin embargo, actualmente  se  sabe, que  las  sirtuinas  remueven el 
grupo acetilo de lisinas de sustratos nucleares, citosólicos y mitocondriales [118]. Durante la 
reacción  de  desacetilación  de  Sir2,  la  acetil‐lisina  y  el  NAD+  se  convierten  en  lisina, 
nicotinamida y O‐acetil‐ADP‐ribosa  [119]. Muchas sirtuinas poseen además actividad ADP‐
ribosiltransferasa.  Por  ejemplo,  se  ha  reportado  que  SIRT2,  SIRT3  y  SIRT5  de  humanos 






















de  la  hendidura,  y  un  “lazo de unión  al  co‐factor”  se ordena  para  la unión del NAD+.  La 
posición  de  la  nicotinamida  del  NAD+  varía  en  diferentes  estructuras,  pero  durante  la 
formación  de  un  intermediario  alquilimidato  entre  la  posición  1´  de  la  ADP  ribosa  y  el 
oxígeno del acetilo [124], parece ocupar un bolsillo conservado [125]. La nicotinamida luego 
se disocia de este bolsillo C, posiblemente asistido por el cierre del “lazo de unión al  co‐
factor”.  El  intermediario  se  rearregla  a  la  forma  1´‐2´‐bicíclica,  la  cual  es  finalmente 
hidrolizada  a  los  productos  2´‐O‐acetil‐ADP  ribosa  y  el  polipéptido  deacetilado.  Si  la 
nicotinamida se vuelve a unir al bolsillo C antes de la conversión alquilimidato, puede iniciar 











de  las mismas  [128],  y  la  sobreexpresión de  la enzima  en eucariotas  superiores  como D. 
melanogaster  y  C.  elegans  también  aumenta  su  sobrevida  [129‐130].  En mamíferos,  las 






bien  a  SIRT1  y  SIRT6  se  les han  atribuído  actividades  pro‐inflamatoria  y  anti‐inflamatoria 
respectivamente, aún no esta claro el  rol que  juegan  las sirtuinas en  la  respuesta  inmune 
[134‐135].  En  los  últimos  años  se  han  desarrollado  inhibidores  farmacológicos  de  las 
sirtuinas  por  su  potencial  uso  curativo  en  enfermedades metabólicas  y  oncológicas.  La 
mayoría  de  los  inhibidores  de  sirtuinas  disponibles  hoy,  inhiben  SIRT1,  la  sirtuina mejor 
caracterizada, y SIRT2.  
Deacetilasas de Trypanosomas 
En  Trypanosoma  brucei  los  cuatro  genes que  codifican ortólogas  a  las  Lisina deacetilasas 
fueron  identificados, clonados y caracterizados. Las deacetilasas predichas, DAC1‐4, tienen 
un peso molecular de aproximadamente 43, 61, 75 y 64 kDa respectivamente. Comparten 
similitudes significativas con  las  lisina deacetilasas clase  I (DAC1 y DAC2) y clase  II (DAC3 y 
DAC4)  de  mamíferos  y  levaduras,  y  todas,  excepto  DAC2,  poseen  los  residuos  críticos 
predichos para  la actividad deacetilasa. DAC1 y DAC3 parecen ser esenciales por  lo cual se 
las  considera potenciales blancos quimioterapéuticos, mientras que DAC2  y DAC4 no  son 
requeridas para la viabilidad celular [136‐137] (Tabla IV). 
En  cuanto  a  las  deacetilasas  clase  III,  se  encontraron  tres  genes  que  codifican  para  tres 
sirtuinas (SIR2RP1‐3). Sin embargo, SIR2RP2 no se encontró en T. cruzi. SIR2RP1 se relaciona 
a  las  proteínas  ScSir2,  HsSIRT1  y  HsSIRT2,  mientras  que  SIR2RP2  y  SIR2RP3  están  más 
relacionadas  a  proteínas  bacterianas  y  a  las  proteínas mitocondriales  humanas  SIRT4  y 
SIRT5, respectivamente [138].  
SIR2RP1 se caracterizó en varias especies de Leishmania  (major,  infantum y amazonensis), 
siendo en  todas citosólica y esencial para  la  sobrevida del parásito  tanto  in vitro como  in 
vivo. Su sobreexpresión retrasó  la muerte celular por apoptosis en diferentes estadíos del 
parásito  [139]. SIR2RP1  recombinante de L.  infantum  fue  la primera sirtuina  reportada en 
ADP‐ribosilar  α‐tubulina,  además  de  deacetilarla,  causando  la  despolimerización  o  la 
inhibición del ensamblado de  la tubulina [140]. Esta proteína además de ser citosólica, co‐
localiza  con  la  red  de  microtúbulos  y  parece  ser  excretada  al  igual  que  LaSIR2RP1  y 
LmSIR2RP1 [141‐142].   Como se detalla en  la tabla  IV,  las tres sirtuinas de T. brucei fueron 
caracterizadas: TbSIR2RP1 se localiza en el núcleo donde participa de la reparación del ADN 
así  como  de  la  transcripción  mediada  por  la  ARN  polimerasa  I,  se  asocia  a  regiones 
subteloméricas silenciando genes a sólo 2kb de los telómeros [143] y posee actividad ADP‐



























































Existen  numerosos  resultados  que  han  llevado  a  sugerir  que,  en  términos  generales,  las 
sirtuinas  son  enzimas que  influyen  positivamente  sobre  el metabolismo  celular,  al  punto 
que  se  las  ha  llamado  enzimas  “pro‐vida”.  Esta  consideración  ha  tenido  numerosas 
implicancias  sobre  el  estudio  de  las  sirtuinas  en  distintas  patologías.  Las  HDACs,  por 
ejemplo,  son  un  blanco  ampliamente  validado  como  estrategia  terapéutica  para  el 
tratamiento de cáncer. La actividad anti‐proliferativa de sus inhibidores se da tanto a través 
de  la  interferencia  con  el  remodelado  de  la  cromatina,  como mediante  la  alteración  del 
estado  de  acetilación  de  proteínas  no  histonas  claves  para  distintos  procesos  celulares 
[145].  El número de  inhibidores de deacetilasas que  son  aprobados  y  entran  al mercado 









blancos  terapéuticos  para  lo  cual  numerosos  científicos  han  comenzado  a  explorar  las 
diferencias estructurales y bioquímicas entre las sirtuinas de humanos y de estos parásitos, 
con el objetivo de  inhibir  selectivamente  las  sirtuinas de  los parásitos. Se ha demostrado 
que  inhibidores  de  deacetilasas  de  distintas  clases  son  efectivos  contra  Plasmodium, 
Toxoplasma gondii, Leishmania y Trypanosoma brucei [146‐149].    




Cambinol posee actividad antitumoral  in vivo  [150]. EX‐527  (6‐cloro‐2,3,4,9‐tetrahidro‐1H‐
carbazol‐1‐carboxamida), ocupa el  sitio de  la nicotinamida y un bolsillo vecino y  contacta 
con la ribosa del NAD+ o del co‐producto 2´‐O‐acetil‐ADP ribosa, de este modo estabiliza  la 
conformación cerrada de  la enzima evitando  la  liberación del producto. EX‐527  inhibe 100 
veces más fuertemente a HsSIRT1, con un IC50 de 0.09 μM, que a HsSIRT2 y HsSIRT3 [151].  
La  Nicotinamida  es  una  vitamina  del  complejo  B,  soluble  en  agua,  junto  con  el  ácido 
nicotínico pertenece a la vitamina B3 o PP y actua como constituyente de los co‐factores de 
la  enzima  NAD  (nicotinamida  adenina  dinucleótido)  y  NADP  (nicotinamida  adenina 
dinucleótido fosfato). Estas moléculas funcionan como transportadores de electrones en el 






μM,  respectivamente. También disminuyó  la  infección de  tripomastigotes y  la duplicación 
de  amastigotes  [153]. El  alineamiento de  secuencia de  las  sirtuinas de  T.  cruzi  y HsSIRT1 
sugiere que a pesar de la homología hay suficientes diferencias en la secuencia aminoacídica 
del  dominio  catalítico  que  puede  usarse  en  la  evaluación  de  esta  proteína  como  blanco 
putativo para el desarrollo de drogas. Además, un análisis in silico estructural y de superficie 
de  las  sirtuinas  de  trypanosomas  y  humanos  sugiere  la  presencia  de  diferencias 
estructurales importantes en el sitio de unión del inhibidor, indicando que la selectividad de 
un  inhibidor por una proteína  es  posible  [154].  Sacconnay  y  colaboradores  realizaron  un 
análisis  in  silico  estructural  de  SIR2RP3 de  T.  cruzi  y  Leishmania mediante modelado  por 
homología  y  simulaciones  de  unión  y  dinámica molecular,  y  evaluaron  las  diferencias  de 





identificaron  diferencias  menores  pero  significativas  entre  HsSIRT5  y  SIR2RP3  de  los 
parásitos que pueden servir para el desarrollo de compuestos con propiedades inhibitorias y 
especie‐específicas  [155].  El mismo  grupo  también  realizó  el modelado  de  TcSIR2RP1  y 
ensayó por simulación de unión molecular una librería de cincuenta compuestos naturales y 
diversos,  con  actividad demostrada  contra  este parásito,  contra  ambas  sirtuinas. De  este 
modo  identificaron  un  número  limitado  de  compuestos  extraídos  de  Vismia  orientalis, 




de unión a histonas que poseen esta modificación  [157]. Este dominio  fue  reportado por 
primera vez en  la proteína Brahma de Drosophila melanogaster, y  representa un módulo 















Si  bien  los  bromodominios  de  distintas  especies  varían  notablemente  en  su  estructura 
primaria,  un  número  limitado  de  aminoácidos  implicados  en  la  unión  a  acetil‐lisina  se 
encuentran altamente  conservados  sugiriendo una estructura  terciaria  común para  todos 
ellos (Figura 11). En la proteína CBP (del inglés “CREB binding protein”), por ejemplo, estos 
son  la  Y1125,  la  Y1167  y  la N1168  (Figura  11)  [159],  responsables de  la unión de  la K20 
acetilada  de  la  H4  (Figura  12).  Las  mayores  desviaciones  estructurales  entre  los 
bromodominios se ubican en los lazos ZA y BC [157]. 
 
Figura  11:  Alineamiento  de  secuencias  basado  en  la  estructura  de  varios  bromodominios.  Los  residuos 
conservados están marcados en azul. En P/CAF los residuos que interactúan directamente con el péptido TAT 
están  en mayúscula,  y  los  residuos  esenciales para  la unión de  acetil‐lisina  están  subrayados.  Los  residuos 





La  resolución  de  la  estructura  cristalográfica  de  proteínas  con  bromodominios  junto  con 








Figura  13:  Plegamiento  general  del  bromodominio, modo  de  unión  al  sustrato  y  filogenia.  (A)  Estructura 
general de BRD2. Están indicadas las regiones N‐, C‐terminal y su estructura secundaria (ID: 2DVQ). Tambien se 
muestra la union de un peptido de histona H4 acetilada en la lisina 12 (H41‐15K12ac) en la cavidad central del 
modulo.  (B)  Superficie  del  bromodominio  BRD2  (misma  orientacion  que  en  A)  coloreado  de  acuerdo  a  su 





las  regiones  de  los  lazos. Recientemente  se  clasificó  los BRDs  humanos  en  ocho  familias 
realizando alineamientos tridimensionales basados en estructura incluyendo las estructuras 
obtenidas  por  RMN  y  predicciones  de  estructuras  secundarias  [162].  En  la  figura  13C  se 
observa el filograma obtenido. 
Familia  I:  contiene  acetiltransferasas  (HATs)  como  PCAF,  GCN5L  y  también  factores 
generales de  la  transcripción como FALZ, CECR2 que  localizan en el núcleo.  Las proteínas 
con  bromodominios  contribuyen  a  la  acetilación  específica  de  las  histonas  porque 
promueven el movimiento de KATs a sitios específicos en el cromosoma. 
Familia  II:  está  constituída  por  las  proteínas  BET  (del  inglés  “bromo  and  extra  terminal 





bromodominios  N‐terminales  que  tienen  un  alto  grado  de  conservación  a  nivel  de 
secuencia. Además, contienen un dominio extra‐terminal (ET) y un dominio C‐terminal más 
divergente.  Hay  cuatro  proteínas  en  este  grupo:  BRD2,  BRD3,  BRD4  y  BRDT.  El  último 
miembro de esta familia solo se expresa en ovarios y testículos mientras que los otros tres 
se  expresan  ubicuamente.  Las  proteínas  BET  son  reclutadas  a  los  sitios  de  inicio  de  la 
transcripción durante la mitosis y se unen a sitios acetilados adyacentes con alta afinidad. 
Familia  III:  contiene  a  los  reguladores  transcripcionales  BRD8B,  CREBBP,  EP300,  WDR9, 
BAZ1B, WDR3 y PHIP. 








Familia  VI:  no  se  han  reportado  interacciones  mediadas  por  acetil‐lisina  para  estos 







Dhalluin  y  colaboradores  resolvieron  la  primera  estructura  tridimensional  de  un 
bromodominio  usando  RMN.  La  estructura  fue  la  del  factor  asociado  al  co‐activador 
transcripcional p300/CBP (PCAF) [158]. Como se explicó anteriormente, los BRDs comparten 
un plegamiento conservado de cuatro α‐hélices anfipáticas con giro anti‐paralelo, las cuales 
están  unidas  por  dos  lazos  de  secuencia  diversa  que  contribuyen  a  la  especificidad  de 
ligando. En un extremo las regiones N‐ y C‐terminal se acercan, mientras que en el extremo 







802,  asparagina  803  y  tirosina  809  de  BRD2.  Todos  estos  aminoácidos  están  altamente 
conservados  entre  los  bromodominios  (Figura  14).  En  este  trabajo  también  se  realizó 
mutagénesis  sitio dirigida en  la Y809, Y802, Y760 y V752 para determinar  la  contribución 
relativa de cada  residuo en  la unión bromodominio‐acetil  lisina  (utilizando un péptido de 
histona  H4  acetilado  como  ligando).  La  sustitución  de  la  Y809  por  alanina  anuló 
completamente  la unión mientras que al mutar  los  restantes aminoácidos se observa una 
reducción significativa de la afinidad (Tabla V). Los autores concluyen que la tirosina 809 es 
esencial para la interacción del bromodominio con el grupo acetilo y que la tirosina 802, 760 
y  la  valina  752  de  PCAF  probablemente  tienen  roles  estructurales  y  funcionales  en  el 
reconocimiento de la lisina acetilada. 
 
Figura  14:  Alineamiento  de  secuencias  basado  en  la  estructura  de  bromodominios  seleccionados.  Las 
secuencias se alinearon en base a  la estructura del bromodominio PCAF obtenida por RMN. Las alfa‐hélices 
predichas  se  indican  en  verde.  Sobre  la  secuencia  de  PCAF  se  indican  los  numeros  de  los  residuos.  Tres 
residuos absolutamente  conservados  se  indican en  rojo  (Pro 751, Pro 767,  y Asn 803). Residuos altamente 



















[162].  Los  estudios  estructurales  demostraron  que  la  acetilación  es  necesaria  pero  no 
suficiente  para  la  unión  efectiva  del  bromodominio  y  que  los  residuos  aminoacídicos 
cercanos a la lisina acetilada permiten diferenciar los distintos ligandos y dar especificidad a 
la unión [163]. 
Las  proteínas  con  bromodominio  en  general  presentan  además  otros  dominios  con 
actividad  catalítica  y  forman  parte  de  complejos multiproteicos  [164].  Se  han  descripto 
diversos roles para los bromodominios en procesos como: 
 Acetilación  de  la  cromatina  por  HATs.  Gcn5,  es  una  proteína  que  posee  un 
bromodominio y es la subunidad catalítica de múltiples complejos con actividad HAT.  
 Ensamblaje y  remodelado de  los nucleosomas. Swi2/Snf2,  la subunidad ATPasa del 
complejo de remodelamiento de la cromatina SWI/SNF, contiene un bromodominio, 
el cual es importante para el reconocimiento del nucleosoma acetilado.  
 Organización  de  cromosomas  y  dominios  cromosomales.  Las  proteínas  BRD, 
contienen dos bromodominios. BRD2, reconoce el residuo de lisina 12 acetilado de la 
histona H4, asociándose preferencialmente a regiones acetiladas en los cromosomas 






Inicialmente  se  pensaba  que  los  BRDs,  como  mediadores  de  interacciones  proteína‐
proteína, no eran buenos candidatos como blancos para el desarrollo de drogas. Esta  idea 
fue  refutada en 2005 por el grupo de Zhou, que  realizó una búsqueda de  inhibidores del 
bromodominio PCAF mediante ensayos basados en RMN [165]. Este trabajo demostró que 
el bolsillo de unión a acetil‐lisina es sensible a  la unión de pequeñas moléculas e  identificó 
un  compuesto  (N1‐aryl‐propano‐1,3‐diamina)  con  acción  inhibitoria  a  concentraciones 
micromolares. Este compuesto no se unía al BRD de la proteína de unión a CREB (CBP), por 
lo  tanto se concluyó que existe selectividad entre  la  familia de bromodominios. Luego, en 
2006  se  reportaron  inhibidores  del  BRD  de  CBP  descubiertos  utilizando  una  librería  de 
compuestos  sintetizados  siguiendo  el  siguiente  criterio:  presencia  de un  anillo  aromático 
conectado  a  un  grupo  –NHCOCH3  directamente o  a  través de  una  cadena  de dos  o  tres 










BET  (grupo  II)  selectivos  a  concentraciones  nanomolares  [167‐168].  El  grupo  de  SGC 
desarrolló el compuesto JQ1 usando como punto de partida tienodiazepinas (reportadas por 
Mitsibishi  Pharmaceuticals  como  ligandos  de  proteínas  BET).  El  grupo  GSK  desarrolló  el 
inhibidor  I‐BET  usando  un  ensayo  fenotípico  para  identificar  reguladores  de  la 
Apoliproproteína  A‐1.  Ambos  inhibidores  se  unen  al  bolsillo  que  aloja  a  la  acetil‐lisina  y 
bloquean  directamente  la  unión  del  bromodominio.  Estos  compuestos  imitan  las 
interacciones hidrofóbicas y la unión por puente hidrógeno del ligando peptídico natural. En 
particular I‐BET presenta un anillo 1,2,4‐Metriazolyl y JQ1 un anillo triazol, que imitan ambas 
características del péptido  acetilado.  La  selectividad por  los bromodominios de  la  familia 







hasta  el  momento  solo  los  inhibidores  de  la  familia  BET  encontrados  son  altamente 
efectivos. La búsqueda de compuestos del resto de las familias de bromodominios humanos 
recién  comienza.  Se  ha  desarrollado  un  recurso  amigable  que  organiza  toda  esta 
información, el cual se denomina ChEpiMod (http://chepimod.org/db/) [169]. Esta base de 
datos  tiene  información  sobre  moduladores  químicos  de  dominios  “lectores”  del 
epigenoma. Una búsqueda simple en esta base de datos muestra que hay reportados 196 
compuestos  inhibidores  que  actúan  sobre  el  primer  bromodominio  de  BRD4,  119 
compuestos que  actúan  sobre el  segundo bromodominio de BRD4, 97  compuestos  sobre 
CBP,  60  compuestos  sobre  PCAF/KAT2B,  26  compuestos  sobre  EP300  y  12  compuestos 
sobre BRD2. 
Los  inhibidores  de  bromodominios  han  sido  utilizados  experimentalmente  en  diversas 
enfermedades  cardiovasculares,  diversos  tipos  de  cánceres  e  inflamación.  Además  se  ha 







Otra  función  importante  de  estos  inhibidores  es  su  eficacia  como  herramienta  para 
investigar  la  función  de  proteínas  con  bromodominios  en  otros  sistemas.  La  cantidad  de 
funciones  nuevas descubiertas  en  los  últimos  tres  años para  proteínas  de  la  familia BET, 
desde  que  los  inhibidores  están  disponibles,  ejemplifica  el  poder  de  estos moduladores 
como herramienta para la biología (revisado por [170]). 
 
Figura 15: Vistas alternativas  (A y B) de  la estructura cristalina del  iBET con el bromodominio N‐terminal de 
BRD2 humano. Se indican los aminoácidos importantes para la interacción con el inhibidor. Adaptado de [171]. 




de  la  lisina  acetilada.  En  el  trabajo  de  Seal  y  colaboradores  se  obtuvo  la  estructura  del 
bromodominio N‐terminal de BRD2 unida al  iBET‐151 mediante difracción de rayos X. Esta 
estructura  (Figura  15)  reveló  que  un  átomo  de  nitrógeno  del  iBET  acepta  un  puente 
hidrógeno  del  grupo  hidroxilo  de  la  tirosina  113  (Y113)  de  BRD2.  También  existe  una 
interacción polar entre el oxígeno del  isoxazol y el grupo amina de  la cadena  lateral de  la 
asparagina  156  (N156).  Los  dos  grupos  metilo  del  iBET  ocupan  dos  pequeños  bolsillos 
hidrofóbicos,  uno  en  la  región  de  la  fenilalanina  99  (F99)  y  otro  cerca  de  la  leucina  110 
(L110). Además,  el  anillo quinolínico  se une  a una  grieta hidrofóbica  entre un  triptófano 
(W97) y prolina (P98) de un lado y una leucina (L108) del otro. Ese triptófano y esta prolina 
son parte del motivo WPF presente en bromodominios de  la  familia BET. Por otro  lado, el 
grupo  4‐anilina  se  une  a  la  región  denominada  “estante WPF”  formado  por  las  cadenas 
laterales del W97 y la isoleucina 162 (I162) y el grupo metileno de la asparagina 161 (N161). 
Se postula que  la  interacción  lipofílica entre el estante WPF y el  inhibidor contribuye a  la 
afinidad de unión de muchos  inhibidores de bromodominios BET  [171]. Por ejemplo, esta 






en  estas  interacciones  están  altamente  conservados  en  todos  los  bromodominios  de  la 
familia BET. 
Bromodominios de Trypanosoma cruzi 
Previo al  inicio de este  trabajo de  tesis, en nuestro  laboratorio se  llevó a cabo un análisis 
bioinformático exhaustivo de las secuencias genómicas de T. cruzi no ensambladas, para  la 
búsqueda  de  proteínas  con  bromodominios  y  para  proteínas  con  dominios  conservados 
relacionados con  la  regulación del  inicio de  la  transcripción  (Tesis doctoral, Pamela Cribb, 
2007).  Como  se  mencionó  en  la  introducción,  los  bromodominios  están  asociados  a 
proteínas  involucradas  en  la  regulación  del  estado  de  la  cromatina  y  en  la  regulación 
transcripcional.  La  pregunta  planteada  fue  si  existían  en  el  parásito  proteínas  con  estos 
dominios y de  ser así,  si éstas podrían estar  interviniendo en mecanismos  similares a  los 
reportados en otros eucariotas. Para esta búsqueda,  se  generó un motivo  a partir de 24 
proteínas  con  bromodominios,  de  distinto  origen,  utilizando  el  programa  MEME.  Este 
motivo  se  utilizó  como  anzuelo  para  el  análisis  de  secuencias  genómicas  parcialmente 
ensambladas  de  T.  cruzi,  realizado  con  el  programa MAST,  y  dió  como  resultado  cinco 
secuencias  codificantes  con  bromodominio  (TcBDF1‐5).  Tres  de  los  marcos  abiertos  de 
lectura hallados  (TcBDF1, TcBDF2 y TcBDF3), codifican proteínas pequeñas  (225 AA – 296 
AA) con un alto puntaje para el dominio, y  los dos  restantes  (TcBDF4 y TcBDF5) codifican 
proteínas de  tamaño mayor  (679 AA y 710 AA  respectivamente) con bromodominios más 
divergentes (Figura 16). Posteriormente, cuatro de éstas secuencias, así como sus ortólogos 
en T. brucei  y  L. major  fueron  informadas en el proyecto genoma de Trypanosoma  cruzi, 
denominándose TcBDF1, TcBDF2, TcBDF3 y TcBDF4  [107]. La  secuencia correspondiente a 
TcBDF5 no  fue  informada en el genoma, probablemente debido a  la menor homología de 
secuencia  que  presentan  los  bromodominios  correspondientes  a  esta  CDS,  pero  fue 
posteriormente anotada en la base de datos TriTryps. 
TcBDF2 es una proteína  con bromodominio de  localización nuclear y  su presencia  resulta 
esencial  para  la  sobrevida  de  los  epimastigotes  en  cultivo.  Este  es  el  primer  factor  con 
bromodominio  caracterizado  en  tripanosomátidos  capaz  de  interaccionar  con  histonas 
acetiladas. En T. cruzi, la histona H4 se encuentra acetilada principalmente en el residuo K4 







Figura  16:  Alineamiento  de  los  bromodominios  de  T.  cruzi  usando  ClustalX2.1  y  edición  con  BioEdit  para 





Los  parásitos  que  expresan  TcBDF2c‐myc  son  capaces  de  sobrevivir  a mayores  dosis  de 




[174].  Estos  resultados  corresponden  al  trabajo  de  Tesis  Doctoral  de  Vanina  Villanova, 
realizado en nuestro laboratorio. 
TcBDF3  es  el  primer  bromodominio  reportado  que  se  localiza  exclusivamente  fuera  del 
núcleo. Se expresa en todos los estadíos del ciclo de vida del parásito, e interacciona con la 
α‐tubulina  acetilada,  el  componente  más  abundante  del  flagelo  y  los  microtúbulos 
subpeliculares.  En  epimastigotes  se  distribuye  por  todo  el  cuerpo  celular,  en  cambio  en 
tripomastigotes, se concentra en el flagelo y en la región del bolsillo flagelar. TcBDF3 estaría 
implicado  en  la dinámica del  citoesqueleto  [175]. Mediante ensayos de  atenuación de  la 
fluorescencia se determinó que TcBDF3 recombinante, pero no una versión mutante (en los 
aminoácidos  implicados  en  el  reconocimiento  de  la  lisina  acetilada),  se  une  de manera 

















Estudiar  la  acetilación  de  proteínas  como  mecanismo  de  modulación  de  la  actividad 
metabólica en Trypanosoma cruzi.  
















nucleares  acetiladas  en  Trypanosoma  cruzi.  Utilizando  un  anticuerpo  comercial  anti 
acetil‐lisina se analizaron mediante western blot extractos totales (ET), nucleares (EN) y 
no  nucleares  (EnoN),  observándose  la  presencia  de  bandas  reactivas  en  todos  ellos 
(Figura 17A). En paralelo,  lo mismos anticuerpos fueron utilizados sobre epimastigotes 
mediante  inmunofluorescencia.  Como  se  puede  ver  en  la  figura  17B,  la  señal  esta 
presente  en  toda  la  célula,  incluído  el  flagelo,  confirmando  que  existen  proteínas 
acetiladas en lisinas en todos los compartimentos celulares del parásito.  
 
Figura  17:  La  acetilación  es  una modificación  presente  y  abundante  en  T.  cruzi.  A) Western  blot  de 
extractos proteicos  totales  (ET), nucleares  (EN)  y no nucleares  (EnoN) de epimastigotes  con anti‐Acetil 
Lisina  (AcK). B) Detección por  inmunofluorescencia en epimastigotes de  las proteínas acetiladas usando 
dos anticuerpos anti‐Acetil Lisina comerciales. 
I.2. Identificación del acetiloma. 
Con  el  objetivo  de  identificar  las  proteínas  acetiladas  de  T.  cruzi,  utilizamos  dos 









En  ambos  casos  se  partió  del mismo  número  de  parásitos  tratados  con  TSA  y  NAM  (inhibidores  de 
deacetilasas)  durante  48  horas,  y  los  eluídos  fueron  liofilizados  y  enviados  al  laboratorio  del Dr.  Igor 
Almeida  en  la Universidad  del  Paso,  Texas  para  su  identificación  por  LC/MS‐MS.  A)  Las  proteínas  del 




esta  aproximación  es  deshacernos  de  aquellos  péptidos  no  acetilados  que  pertenecen  a  proteínas  si 
acetiladas. 
Los resultados obtenidos mediante estas dos aproximaciones son variables, lo cual es de 
esperar ya que  se utilizaron dos anticuerpos distintos. A diferencia de  la  fosforilación 
que ocurre en una secuencia consenso,  los aminoácidos que  rodean  la  lisina acetilada 
son mucho más  variables,  dependen  de  la  localización  subcelular  de  la  proteína  así 
como del  tipo  celular y del organismo. Desafortunadamente, en pocos  casos  se pudo 
determinar  la  lisina  acetilada  dentro  del  péptido,  sin  embargo  la  mayoría  de  las 
proteínas detectadas también se encuentran acetiladas en otros organismos.  
Como  se  puede  observar  en  el  diagrama  de  Venn  (Figura  19A)  utilizando  la 
aproximación A (Figura 18) se identificaron 38 proteínas acetiladas, mientras que con la 
aproximación  B  se  identificaron  127.  Quince  proteínas  se  identificaron  por  ambos 
métodos.  
Una vez clasificadas las proteínas acetiladas de acuerdo a su localización celular (Figura 
19B)  se  puede  observar  que  están  ampliamente  distribuídas  entre  los  distintos 
comportamientos,  siendo  los  más  poblados  por  proteínas  acetiladas:  el  citosol,  la 
mitocondria, los ribosomas, los glicosomas y el citoesqueleto. A su vez, a cada proteína 
acetilada se  la asignó a un grupo  funcional y a una  función molecular, basándonos en 










Figura  19:  Resumen  de  las  proteínas  acetiladas  identificadas  en  T.  cruzi.  A)  El  numero  de  proteínas 
identificadas  con  cada  aproximación usada  (A  y B)  y  su  superposición  se muestran  en  el diagrama  de 





150  proteínas  acetiladas,  mientras  que  hay  más  de  1000  (y  hasta  1700)  proteínas 
acetiladas en Drosophila y humanos. El número de proteínas acetiladas en T.  cruzi es 
más cercano al de Toxoplasma y Plasmodium falciparum, por lo tanto es consistente con 
lo  que  uno  esperaría  para  un  protozoo  y  confirman  que  la  acetilación  es  una 
modificación  post‐traduccional  conservada  en  T.  cruzi. A  pesar  de  que  el  número  de 
proteínas  acetiladas  detectadas  depende  de  la  profundidad  del  análisis,  los  datos 
presentados  sugieren  fuertemente  que  la  acetilación  es  una  modificación  crítica 
encontrada  en  todos  los  reinos  y  que  hay  una  presión  selectiva  para mantener  esta 
actividad aun después de una adaptación a la vida parasitaria [83]. 
Como ya se mencionó en la introducción, los diferentes estadíos del parásito cambian su 
metabolismo  energético  en  respuesta  a  los nutrientes disponibles. Por otra parte, ha 
sido  demostrado  que  cambios  nutricionales  en  diversos  organismos  alteran  el  perfil 








consideramos  que  la  acetilación  debe  ser  considerada  una  modificación  post‐
traduccional  importante  en  la  regulación  del  cambio metabólico  entre  los  diferentes 
estadíos de T. cruzi. En particular dentro del glicosoma, ya que esta organela concentra 
gran  parte  de  las  enzimas  de  la  glicólis  y  gluconeogénesis  entre  otras,  enzimas  cuya 



























A  diferencia  de  los  otros  factores  con  bromodominios  de  T.  cruzi  que  poseen  dos 
variantes  haplotípicas,  la  secuencia  codificante  para  TcBDF1  (TcCLB.506247.80)  está 
presente en un solo alelo. Codifica para una proteína de 295 aminoácidos, de un peso 
molecular  calculado  de  33.8  kDa  y  un  punto  isoeléctrico  (pI)  de  9.18.  Cuando  la 
secuencia se analizó con los predictores Pfam (pfam.sanger.ac.uk) y Smart (Smart.embl‐
heidelberg.de),  ambos  programas  predijeron  la  presencia  de  un  bromodominio  en  la 
región  delimitada  por  los  aminoácidos  30  y  115,  con  valores  de  E  de  2e‐14  y  8e‐10, 
respectivamente.  La mitad  C‐terminal  de  la  proteína  no  posee  similitud  con  ninguna 
otra presente en  las bases de datos y puede dividirse en una región rica en glutaminas 




En  los  otros  TriTryps  también  están  presentes  secuencias  ortólogas  a  TcBDF1.  Su 
identidad de secuencia es del 44% con  la de T. brucei (Tb927.10.8150) y de 33% con  la 
de Leishmania mayor  (LmjF.36.6880)  (Figura 20A). Ninguno de  los ortólogos a TcBDF1 
presentes  en  otros  tripanosomátidos  ha  sido  caracterizado  aún.  Se  realizaron 
alineamientos de  las  secuencias proteicas de bromodominios de distintos organismos 




los  bromodominios  que  consta  de  cuatro  α‐hélices  conectados  por  dos  lazos.  Los 
aminoácidos  importantes  para  la  interacción  con  la  lisina  acetilada  se  encuentran 
dentro de los lazos que forman el bolsillo hidrofóbico, análogo a lo que ocurre con otros 
bromodominios que tienen sus estructuras cristalográficas resueltas.  
La  predicción  de  la  localización  intracelular  de  TcBDF1  mediante  el  servidor  PSORT 
arrojó  resultados  disímiles.  Mediante  el  programa  Wolf  (http://wolfpsort.org),  el 
máximo puntaje fue obtenido para localización mitocondrial tanto cuando se utilizaron 
parámetros  de  animales  como  de  hongos.  Por  otra  parte,  el  programa  PSORTII 
(http://psort.ims.u‐tokyo.ac.jp/),  predijo  con  mayor  probabilidad  una  localización 










mitocondrial  con  un  83%  de  probabilidad,  el  programa  Predotar  predijo  con mayor 





ya  caracterizados  de  T.  cruzi  (TcBDF2  Y  TcBDF3),  junto  con  la  predicción  de  la  estructura  secundaria 
(arriba).  B)  Alineamiento  de  secuencia  de  un  número  seleccionado  de  bromodominios  de  diversos 
organismos. Las secuencias utilizadas  fueron: DmBrahma  (Drosophila melanogaster; P25439), HsSMCA4 







HsGCN5  (H.  sapiens;  AAC39769.1),  ScGcn5p  (Saccharomyces  cerevisiae;  NP_011768.1),  ScBDF1a  y 
ScBDF1b  (S.  cerevisiae;  P35817),  ScBDF2a  y  ScBDF2b  (S.  cerevisiae;  YDL070W),  DmTAF1a  (TAFII250)  y 
DmTAF1b  (TAFII250)  (D.melanogaster;  P51123),  HsTAF1a  (TAFII250)  y  HsTAF1b  (TAFII250)  (H.  sapiens; 
P21675),  ScSpt7  (S.  cerevisiae; NP_009637.1), AfSpt7  (Aspergillus  fumigatus;  XP_754519.1),  TcBDF1  (T. 
cruzi; TcCLB.506247.80). Ambos alineamientos se realizaron usando ClustalX2.1 y fueron editados con el 
servidor  ESPript  (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript).  Las  α‐hélices  están  recuadradas  en  azul,  los 
residuos  idénticos están en blanco con fondo rojo y  los cambios conservados en rojo con fondo blanco. 
Los  asteriscos muestran  los  aminoácidos  importantes  para  la  interacción  con  las  lisinas  acetiladas.  C) 




[HKQR]‐[LAIVFY],  una  búsqueda más  refinada muestra  en  el  extremo  N‐terminal  de 
TcBDF1 tres secuencias que podrían ser consideradas PTS‐2. En la figura 21 se observa la 
comparación  de  las  posibles  PTS‐2  de  TcBDF1  con  las  de  otras  proteínas  de  otros 
organismos.  El  servidor  PeroxisomeDB  arrojó  el  máximo  puntaje  para  la  tercera 




aminoácidos  idénticos se  indican en blanco con  fondo negro y  los similares en negro con  fondo gris. El 
nonapeptido consenso de PTS‐2 presente en todas estas proteínas se encuentra recuadrada en azul. En 
rojo  se  indican  los  aminoácidos  entre  los  que  esta  la  secuencia.  PEX11,  receptor  peroxina.  DHAP, 
dihidroxi‐acetona fosfato. AAT, aspartato aminotransferasa.  
II.2. TcBDF1 tiene una expresión diferencial durante el ciclo de vida de T. cruzi. 
Para  verificar  la  expresión  de  TcBDF1  en  los  distintos  estadíos,  realizamos 
inmunofluorescencias sobre parásitos fijados y se prepararon extractos proteicos totales 





western  blot  con  los  anticuerpos  específicos  anti‐TcBDF1  (anticuerpos  obtenidos  y 
chequeados durante mi Tesina de Licenciatura). Como  se puede observar en  la  figura 
22A, TcBDF1 es mucho más abundante en tripomastigotes (estadío infectivo) que en los 





membrana  de  nitrocelulosa  con  Ponceau  S  y  western  blot  con  anti‐TcBDF1  y  anti‐Tubulina  α  para 
normalizar las cantidades de proteínas. MPM, marcador de peso molecular.  B) Inmunofluorescencia con 






localización,  decidimos  realizar  numerosas  aproximaciones  para  confirmar  la 
localización no nuclear de TcBDF1.  
En primera instancia, se prepararon extractos nucleares y no nucleares de epimastigotes 
(Figura  23A),  los  cuales  se  sometieron  a western  blot  junto  con marcadores  nuclear 






A  continuación,  se  realizaron  dos  fraccionamientos  subcelulares:  por  centrifugación 
diferencial (Figura 23B) y con concentraciones crecientes de digitonina (Figura 23C). En 
el  fraccionamiento  subcelular  por  centrifugación  diferencial,  se  van  obteniendo 
secuencialmente fracciones enriquecidas en las distintas organelas por sedimentación a 
velocidades  crecientes:  N  (núcleos  y  debris  celular),  GG  (gránulos  grandes  como 
mitocondria),  GP  (gránulos  pequeños,  restos  de  mitocondria,  glicosomas),  M 







epimastigotes  en  presencia  de  concentraciones  crecientes  de  digitonina,  un  glicósido 








Por  último,  realizamos  ensayos  de  co‐localización  por  microscopía  confocal  de 
epimastigotes  inmunoteñidos  simultáneamente  con  anti‐TcBDF1  y  anticuerpos  contra 
diversos marcadores subcelulares: Tirosina amino transferasa de citosol, MitoTracker de 
mitocondria  y  Hexokinasa  y  GFP‐PTS1  de  glicosoma  (en  parásitos  transfectados  con 
pTEX‐GFP‐PTS1  [177],  la  GFP  es  dirigida  a  los  glicosomas  por  la  señal  de  transporte 









Figura 23: Estudio de  la  localización  subcelular de TcBDF1 por western blot. A) Se ensayaron extractos 
nucleares  (EN)  y  no  nucleares  (NoN).  B) Western  blot  de  los  extractos  obtenidos  por  centrifugación 









anti‐ratón  congujado  a  Alexa555.  El  ADN  del  núcleo  y  kinetoplasto  se  marcó  con  DAPI.  Imágenes 




PeroxisomeDB  arrojó  tres  posibles PTS‐2  presentes  en  su  extremo N‐terminal  (Figura 
21).  Para  determinar  si  la  secuencia N‐terminal  del  bromodominio  reconocida  por  el 
servidor PeroxisomeDB  como una posible PTS‐2 actúa efectivamente  como una  señal 
que  dirige  a  TcBDF1  hacia  el  glicosoma,  se  propuso  expresar  la  proteína  entera,  una 










Figura  25: A)  Secuencia  aminoacídica  de  TcBDF1.  Las  flechas  rojas  indican  la  posición  en  la  secuencia 
codificante de  los  cebadores directos utilizados  y  las  flechas negras,  los  cebadores  reversos. B) Mapas 
circulares  de  los  vectores  construídos.  C)  Patrón  de  fluorescencia  obtenido  para  los  epimastigotes 
transfectados con  las  fusiones a Cherry. El ADN del núcleo y kinetoplasto se marcó con DAPI.  Imágenes 















y  pTEX‐GFP‐PTS1.  El  ADN  del  núcleo  y  kinetoplasto  se marcó  con  DAPI.  Imágenes  obtenidas  con  un 
microscopio confocal Nikon TE‐2000‐E2. Barra: 5 μm. DIC, contraste de  interferencia diferencial. Merge, 
superposición de canales. 
En el caso de  los parásitos  transfectados con pTREX‐TcBDF1∆N‐Cherry  la  fluorescencia 
es más homogénea,  se observa en  todo el parásito  y no  solo en  zonas puntuales. En 
cambio,  entre  los  parásitos  transfectados  con  pTREX‐TcBDF1PTS‐Cherry,  se  observan 
parásitos  con  fluorescencia  punteada  y  otros  con  la  fluorescencia  distribuída  más 
homogéneamente.  Esto  fue  reportado  para  las  PTS‐2  de  otras  proteínas  [179].  A 
diferencia  de  la  mitocondria,  el  cloroplasto  y  el  retículo  endoplasmático  que  solo 
importan proteínas desplegadas [42], el glicosoma importa proteínas plegadas e incluso 
polimerizadas  [43].  Por  lo  tanto,  las  secuencias  de  direccionamiento  al  glicosoma  (o 
peroxisomas)  requieren  de  una  estructura  tridimensional,  un  plegamiento,  adecuado 







Para  seleccionar  los  aminoácidos  a mutar,  nos  basamos  en  un  estudio  realizado  por 
Dhalluin  y  colaboradores mencionado  anteriormente  [158]. Una  vez que  la  secuencia 





(Figura  27A)  decidimos  mutar  los  aminoácidos  Y102  y  V109  por  alanina  (A)  que 
corresponden  a  las  dos  primeras  mutaciones  de  PCAF  (Figura  27A,  indicados  con 










una enzima de restricción  (SpeI) y esto permite  la  integración del mismo. Hyg, resistencia al antibiótico 
Higromicina  (selección  en  T.  cruzi);  ampr,  resistencia  al  antibiótico Ampicilina  (selección  en bacterias); 
TcActina IG, región intergénica de Actina; T, terminador transcripcional T7. El rectángulo gris claro al lado 
del cassette Gateway indica el sitio aceptor de splicing de la proteína P2β ribosomal. Las banderas negras 
indican  los promotores T7, se  indican también  la  localización del operador Tetraciclina (tet). El triángulo 
negro  indica  la  localización  del  inicio  de  la  transcripción  de  la  Polimerasa  I.  El  cassette Gateway  esta 
formado por los dos sitios de recombinación (attL1 y attL2), un gen de resistencia a Cloranfenicol (Cmr) y 
el gen ccdB (gen  letal que solo permite  la  incorporación de este vector en cepas de E. coli que tienen  la 
ADN girasa mutada). 
Para construir  los mutantes puntuales se decidió utilizar  la estrategia de ZOE‐PCR  (ver 
detalles  en  la  sección  de  Materiales  y  Métodos).  Se  diseñaron  los  oligonucleótidos 
cebadores BDF1YxA  Fw, BDF1YxA Rv, BDF1VxA  Fw  y BDF1VxA Rv, donde  los  codones 
que codifican para Y102 y V109  fueron  reemplazados por codones que codifican para 
Alanina  (A).  Los  fragmentos  obtenidos  fueron  clonados  en  el  vector  pCR2.1  TOPO 






con  las  mutaciones  se  transfirió  al  pTcINDEX‐GW  por  recombinación.  Este  es  un 
plásmido para la expresión en T. cruzi inducible por Tetraciclina (Figura 27B) [180]. 
También  se generó un mutante  truncado, que expresa  sólo  la mitad N‐terminal de  la 
proteína, conteniendo la secuencia de importe a la organela y el bromodominio. La base 
de esta aproximación es que  la parte C‐terminal de  la proteína sería  la responsable de 














Se  verificó  la  inducción  de  la  sobreexpresión  con  Tetraciclina,  por  western  blot  de 
extractos proteicos totales e inmunofluorescencia (Figura 28). Como se puede observar, 
sólo se detectan  las proteínas exógenas en presencia de Tetraciclina (28 A y C), no hay 








Figura  28:  Chequeo  de  la  sobreexpresión  con  Tetraciclina  a  0.5  ug/ml  por  16  horas.  A)  Gel  de 
poliacrilamida  de  los  extractos  proteicos  totales  (ET)  de  cada  cepa  inducida  y  sin  inducir,  teñido  con 
coomassie y western blot con anti‐HA y con B) anti‐Tubulina α y los anticuerpos específicos (anti‐TcBDF1) 
para  calcular  los niveles de  sobreexpresión  respecto de  la proteína endógena. MM, marcador de peso 





Para  determinar  la  localización  subcelular  de  las  proteínas  exógenas  en  las  cepas 
transfectantes,  realizamos  la  inducción con Tetraciclina a distintos  tiempos y  luego de 
fijar  los  parásitos  con  formaldehído  los  analizamos  por  inmunofluorescencia  con 
anticuerpos  anti‐HA  y  anti‐TcBDF1  (Figura  29).  TcBDF1HA  salvaje  se  observa  en  el 
bolsillo  flagelar,  el  flagelo  y  los  microtúbulos  subpeliculares.  Esta  deslocalización 
probablemente  sea  producto  de  los  altos  niveles  de  sobreexpresión.  Para  TcBDF1HA 
mutante a cortos tiempos de inducción se observa un patrón punteado distribuído por 








tiempos,  con anti‐HA  y anti‐TcBDF1. Anticuerpos  secundarios: anti‐rata  conjugado a  FITC  y anti‐conejo 








duplicación de epimastigotes, pero  la de  la versión  salvaje  si,  resultó muy perjudicial, 
observándose  arresto  y  muerte  celular.  Al  observar  los  parásitos  de  la  cepa 
pTcINDEXGW‐BDF1wtHA  teñidos  con  Giemsa,  exhiben  morfologías  aberrantes  con 














Al  observar  los  epimastigotes  de  la  cepa  CL  Brener  pTcINDEXGW‐BDF1wtHA  por 
microscopía electrónica de  transmisión,  los parásitos  inducidos muestran alteraciones 
nucleares  en  comparación  con  la  cepa  sin  inducir  (Figura  31A)  como  condensación 
(Figura 31B)  seguida de dispersión  (Figura 31C) de  la  región granular del nucleolo, así 
como  fragmentación  nucleolar  y  desorganización  nuclear  (Figura  31E).  También  se 











ve  condensada  (B,  flecha)  y  fragmentada  (C  y  D,  flechas).  La  estructura  nuclear  está  completamente 
desorganizada  (E). Se ve compactación de  la cromatina  (F,  flecha) cerca de  la envoltura nuclear,  lo que 
indica apoptosis. También se ve el citoplasma extraído (F). Los epimastigotes no inducidos (G) presentan 





medio  TAU  como  se  describe  en  Materiales  y  Métodos.  La  sobreexpresión  de 
TcBDF1dmHA  no  tuvo  efecto  en  la  diferenciación  a  tripomastigotes, mientras  que  la 
sobreexpresión  de  TcBDF1wtHA  disminuyó  la  tasa  de metaciclogénesis  (Figura  32A) 






epimastigotes,  en  la  línea  TcBDF1wtHA  se  ven  muchos  parásitos  con  morfología 
aberrante. 
 
Figura  32: Metaciclogénesis  in  vitro  de  las  cepas  CL  Brener  pTcINDEXGW‐BDF1wtHA  y  pTcINDEXGW‐
BDF1dmHA  en  ausencia  (‐  Tet)  o  presencia  (+  Tet)  de  Tetraciclina  0.5  μg/ml.  A)  La  barra  de  error 
representa la media ± el desvio estándar de tres experimentos independientes; ** P<0.005 (T de Student, 
no  paramétrico).  B)  Tinción  con  Giemsa  de  las metaciclogénesis  in  vitro.  Imágenes  obtenidas  con  un 
microscopio Nikon NiU E300.  
II.11. Ensayos de infección de células de mamífero. 
Para  estudiar  la  importancia  de  la  expresión  de  TcBDF1  en  la  infectividad  de 
tripomastigotes  y  en  la  forma  replicativa  del  huésped  mamífero,  analizamos  la 
capacidad invasiva y replicativa de las cepas transfectantes inducida con Tetraciclina.  
Los tripomastigotes obtenidos de infecciones de células fueron pre incubados en medio 
DMEM  en  ausencia  o  presencia  de  0.25  μg/ml  Tetraciclina  y  luego  utilizados  para 
infectar células Vero en una relación 25:1 (25 parásitos por célula). Después de 16 horas 
de  infección a 37°C, se  lavaron  los tripomastigotes  libres y se agregó DMEM con o sin 
Tetraciclina por dos días. 
Para  analizar  el  efecto  del  Factor  con  Bromodominio  1  en  la  infectividad  de 
tripomastigotes, nos centramos en  la condición (+/‐), en  la cual  las expresión se  indujo 
solo en los tripomastigotes durante la infección. Como se puede ver en la figura 33A, la 





mientras  que  la  de  versión mutante  la  disminuye  [(+/‐)  vs  (‐/‐)].  Por  otro  lado,  para 
evaluar el efecto de la sobreexpresión en la proliferación de amastigotes intracelulares 
(Figura 33B), nos centramos en la condición en la cual sólo agregamos Tetraciclina post‐
infección,  por  48  horas  luego  de  lavar  los  tripomastigotes  (‐/+).  En  esta  condición 
también  TcBDF1  salvaje  favorece  la  duplicación  de  amastigotes,  mientras  que  la 
mutante  la  disminuye.  Estos  resultados  muestran  que  TcBDF1  es  esencial  para  la 





se  agregó Tet  al medio;  (+/‐),  los  tripomastigotes  fueron pre‐tratados  con  Tet por 3 horas previo  a  la 
infeccion, y se agregó Tet durante la infección pero no después; (‐/+), los tripomastigotes no se indujeron, 
la Tet sólo se adicionó por 48 horas post‐infección; (+/+), los tripomastigotes fueron pre‐tratados y la Tet 
estuvo  presente durante  todo  el  experimento.  El porcentaje de  células  infectadas  (A)  y  el número  de 
amastigotes  por  célula  (B)  se  determinó  contando  las  células  adheridas  en  cubreobjetos  teñidos  con 
Giemsa usando un microscopio óptico. Los  resultados se expresan como media ± el desvío estándar de 


























presente  en  el  resto  de  los  organismos.  Sin  embargo,  enzimas  antagónicas  (como  la 
Fosfofructo kinasa y la Fructosa‐1,6‐bifosfatasa) coexisten en la organela, por lo que sus 
actividades  deben  estar  reguladas.  Se  ha  propuesto  que  una  modificación  post‐
traduccional  podría  ser  responsable  de  este  fenómeno.  Se  estudió  el  estado  de 
fosforilación diferencial  entre  las  formas procíclica  y  sanguínea de  T. brucei, pero  los 
resultados  obtenidos  no  pueden  explicar  completamente  la  regulación  enzimática 
dentro  del  glicosoma  [185].  Teniendo  en  cuenta  nuestros  resultados  del  capítulo  I, 
sabemos  que  el  30%  de  las  enzimas  del  metabolismo  energético  de  T.  cruzi  están 




mamíferos,  su  función  real  aún  no  se  conoce.  En  el  núcleo,  la  asociación  del 
bromodominio con acetiltransferasas  llevó a proponer un rol en  la hiperacetilación de 
algunas  regiones  de  la  cromatina.  En  este  modelo,  los  complejos  o  proteínas  con 













































Dos  secuencias  codificantes  (TcCLB.507519.60  y TcCLB.506559.80)  correspondientes  a 
proteínas relacionadas a ScSir2 fueron  identificadas en el genoma de T. cruzi,  llamadas 




ScSir2  (Figura 34) muestra que a pesar de que  las TcSIR2RPs carecen de  la porción N‐
terminal,  la  cual  es  requerida  para  la  localización  nucleolar  de  ScSir2,  contienen  un 
dominio  catalítico  completo  (Pfam:  PF02146).  TcSIR2RP1  contiene  un motivo  rico  en 
Serinas hacia el C‐terminal y uno de los residuos de Cys del motivo de unión a zinc (tipo 
CX2CX20CX2C)  está  ausente  en  TcSIR2RP3.  Los  motivos  GAD  y  NID  así  como  otros 
residuos importantes para la catálisis están conservados (HG, flechas en la figura 34). El 
dominio  catalítico  de  TcSIR2RP1  y  TcSIR2RP3  comparten  una  identidad/similitud  de 
secuencia  de  17.5%/26.3%  entre  ellas  y  23.1%/33.9%  y  20.8%/33.7%  con  ScSir2 
respectivamente.  En  un  análisis  filogenético,  TcSIR2RP1  agrupó  con  la  HsSIRT2 
citoplasmática,  mientras  TcSIR2RP3  está  más  relacionada  a  sirtuinas  bacterianas  y 
HsSIRT5 mitocondrial  (Figura  35).  Cabe mencionar  que  a  pesar  de  las  discrepancias 




























de T.  cruzi.  Los productos de PCR  se  clonaron por  corte  con enzimas de  restricción  y 
ligación  en  el  vector  de  entrada  pENTR3C  y  luego  de  secuenciarlos  se  pasaron  por 
recombinación  al  vector  de  destino  pDEST17  para  la  obtención  de  las  proteínas 
fusionadas a un epítope de poli‐histidina (6xHis). Estos plásmidos fueron transformados 
en la cepa E. coli BL21 pLys S para la obtención de las proteínas recombinantes luego de 
la  inducción con  IPTG. En  la figura 36 se muestra el análisis electroforético (SDS‐PAGE, 
teñido con Azul de Coomassie), donde se resuelven los extractos proteicos obtenidos a 
partir  de  bacterias  que  contienen  los  plásmidos  pDEST17‐TcSIR2RP1  y  TcSIR2RP3,  en 




















Figura  36:  SDS‐PAGE  teñido  con Azul  de  Coomassie  y western  blot  con  anti‐Histidina  de  los  extractos 
proteicos de BL21 pLys S. s/i: sin inducción. A) pDEST17‐TcSIR2RP1 y B) pDEST17‐TcSIR2RP3. 
Ambas  proteínas  se  obtienen  en  las  fracciones  insolubles,  por  lo  tanto  fueron 
purificadas  en  condiciones  desnaturalizantes,  utilizando  una matriz  de  afinidad  Ni2+‐
agarosa (Qiagen). En la figura 37 se observa el SDS‐PAGE (teñido con Azul de Coomassie) 

























Para  verificar  la  expresión  de  las  sirtuinas  en  los  distintos  estadíos,  preparamos 













en un  gel de poliacrilamida  seguido  de  (A)  tinción  con  Coomassie o  (B)  transferencia  a membrana  de 
nitrocelulosa  y western  blot  con  los  anticuerpos  específicos  y  anti‐Tubulina  α  como  control  de  carga. 
MPM, marcador de peso molecular. 
III.4. Obtención de cepas sobreexpresantes. 
Las  secuencias codificantes de ambas  sirtuinas con un epítope de HA  se clonaron por 
recombinación  al  vector  pTcINDEXGW.  Con  las  construcciones  obtenidas  se 
transfectaron epimastigotes Dm28c. Una vez seleccionados los parásitos transfectantes, 
se chequeó la inducción con tetraciclina por western blot de extractos proteicos totales 
(Figura  40A‐B)  e  inmunofluorescencia  (Figura  40C).  Como  se  puede observar,  sólo  se 
detectan  las proteínas exógenas en presencia de Tetraciclina. Además, al detectar  las 
















(Figura  41B)  de  los  tres  estadíos  utilizando  el  anticuerpo  anti‐HA.  Como  se  puede 
observer en  la  figura 41,  las proteínas exógenas están presentes en todos  los estadíos 
sólo en presencia de Tetraciclina.  
 
Figura  41:  Sobreexpresión  de  TcSIR2RP1HA  y  TcSIR2RP3‐HA.  A) Western  blot  de  extractos  proteicos 
totales  (ET) de epimastigotes  (E), amastigotes  (A) y  tripomastigotes  (T), en ausencia  y en presencia de 
Tetraciclina. B)  Inmunofluorescencia  de  epimastigotes,  amastigotes  y  tripomastigotes,  en presencia de 
Tetraciclina. Anticuerpo secundario: anti‐rata conjugado a FITC. El ADN del núcleo y kinetoplasto se marcó 







Para  determinar  la  localización  subcelular  de  las  sirtuinas  realizamos  inmunoco‐
localización de epimastigotes Dm28c salvaje con los anticuerpos específicos (Figura 42A) 
y de  las cepas sobreexpresantes  inducidas durante tiempos cortos con anti‐HA  (Figura 
42B)  y  con marcadores  citoplasmático  (Tirosina  amino  transferasa)  y mitocondriales 
(MitoTracker  y  Malato  deshidrogenasa  mitocondrial).  También  realizamos  un 
fraccionamiento subcelular por centrifugación diferencial de las cepas inducidas (Figura 








con  los anticuerpos especificos y  los marcadores correspondientes. B)  Inmunofluorescencia de  las cepas 




subcelular  de  las  cepas  sobreexpresantes  inducidas.  N:  nucleos,  GG:  granulos  grandes,  GP:  granulos 
pequeños,  M:  microsomas  y  S:  sobrenadante  final.  Anti‐TcBDF2:  marcador  nuclear,  el  cual  se  ve 
enriquecido en  la fracción N. Como era de esperar, el marcador citosólico (TcTAT) en ambos casos se ve 
enriquecido en la fracción S y el mitocondrial (TcMDHm) principalmente en GG, N y GP. Debido a que este 
es un enriquecimiento  y no una purificación,  también  se observa  señal en menor medida en  las otras 
fracciones. 
III.6. Actividad deacetilasa de las sirtuinas de T. cruzi. 
Con  el  objetivo  de  evaluar  la  actividad  deacetilasa  de  las  sirtuinas  sobreexpresadas, 
realizamos western blots de extractos proteicos totales de epimastigotes de cada cepa 
en ausencia y presencia de Tetraciclina con anticuerpos anti‐Acetil Lisina. La figura 43A 
muestra  la  carga proteica para  cada  condición.  La  sobreexpresión de ambas  sirtuinas 






grises)  de  0.25  μg/ml  Tetraciclina  por  24  horas,  fueron  sembrados  en  geles  de  poliacrilamida.  A) 
Coomassie. MPM, marcador  de  peso molecular.  B) Western  blot  con  anti‐Acetil  Lisina  y  C)  con  anti‐






grafico  de  barra  representa  la  media  ± desvío  estándar.  *  p<0.05,  **  p<0.005  (t  de  student  no 
paramétrico).  
La α‐tubulina es una de las proteínas acetiladas más abundantes en trypanosomas. Más 
aun,  la  tasa de α‐tubulina acetilada/no acetilada en  trypanosomas es más alta que en 
otras células eucariotas como levaduras o células de mamíferos [188]. Para ver si alguna 
de  las  TcSIR2RPs  puede  deacetilar  α‐tubulina,  medimos  α‐tubulina  acetilada  en  los 
parásitos inducidos y sin inducir por western blot. Al normalizar con α‐tubulina total, los 
resultados muestran  una  disminución  significativa  de  la  forma  acetilada  en  las  líneas 
sobreexpresantes (Figura 43C). La deacetilación de α‐tubulina mediada por SIR2RP1 fue 
reportada  previemente  en  Leishmania.  Sin  embargo,  consideramos  que  no  podemos 
asignarle específicamente a ninguna de las dos sirtuinas el rol de la deacetilasa de la α‐
tubulina.  La  disminución  en  la  acetilación  podría  ser  un  resultado  no  específico, 
producto  del  aumento  general  de  la  actividad  deacetilasa  en  el  interior  de  la  célula. 
Además, en células de mamíferos se demostró que  la  tubulina es deacetilada no  solo 






















Realizamos  curvas  de  crecimiento  de  epimastigotes  en  ausencia  y  en  presencia  de 












 III.9.  La  sobreexpresión de TcSIR2RP1 estimula  la diferenciación de epimastigotes a 
tripomastigotes metacíclicos. 
Se obtuvieron  tripomastigotes metacíclicos a partir de epimastigotes de ambas cepas, 
usando  medio  TAU,  en  ausencia  (‐  Tet)  o  presencia  (+  Tet)  de  Tetraciclina.  La 











III.10.  La  sobreexpresión  de  las  sirtuinas  afecta  la  infección  in  vitro  de  células  de 
mamíferos. 
Con el objetivo de analizar la importancia de la expresión de sirtuinas en la infección de 
tripomastigotes y en  la  replicación del estadio  intracelular presente en el hospedador 
mamífero, evaluamos la capacidad de invasión y replicación de las líneas transgénicas al 
inducirlas  con  Tetraciclina.  Primero,  realizamos  el  experimento  de  infección  in  vitro 





de  células Vero  con  tripomastigotes  salvajes  se  realizó  como  se describe  en Materiales  y Métodos.  El 
análisis estadístico no muestra diferencias significativas. 
Los tripomastigotes transfectantes fueron pre incubados en medio DMEM en ausencia o 
presencia  de  0.25  μg/ml  Tetraciclina  y  100  μM NAM  (inhibidor  de  sirtuinas  [152])  y 
luego utilizados para infectar células Vero en una relación 10:1 (10 parásitos por célula). 
Después de  seis  horas de  infección  a  37  °C,  se  lavaron  los  tripomastigotes  libres,  se 
agregó DMEM con o sin Tetraciclina y se mantuvo el cultivo por dos días.  
La  observación  de  células  Vero  teñidas  con  Giemsa  mostró  que  el  tratamiento  de 
tripomastigotes  no  inducidos  con  NAM  [(‐/‐,  +NAM)  vs  (‐/‐)]  causó  una  reducción 
significativa en el porcentaje de  células  infectadas  (en  concordancia  con  lo  reportado 
por  Soares  y  colaboradores  [153]  (Figura  48A).  La  sobreexpresión de  ambas  sirtuinas 
protegió  a  los  tripomastigotes  del  efecto  negativo  de  la  NAM  [(+/+, +NAM)  vs  (‐/‐, 
+NAM)]. Estos resultados sugieren que la actividad de las sirtuinas es necesaria para una 
infección efectiva de células de mamíferos. Para analizar el efecto de la sobreexpresión 
de  las  sirtuinas  en  la  tasa  de  infectividad  de  tripomastigotes,  nos  centramos  en  la 
condición (+/‐), en la cual las expresión se indujo solo en los tripomastigotes durante la 





incrementa  la  tasa  de  infectividad  [(+/‐)  vs  (‐/‐)], mientras  que  la  de  TcSIR2RP3HA  la 
disminuye  un  poco  [(+/‐)  vs  (‐/‐)].  Por  otro  lado,  para  evaluar  el  efecto  de  la 
sobreexpresión  en  la  proliferación  de  amastigotes  intracelulares  (Figura  48B),  nos 
centramos en la condición en la cual solo agregamos Tetraciclina post‐infección, por 48 
horas  luego  de  lavar  los  tripomastigotes  (‐/+).  El  número  de  amastigotes  por  célula 
infectada disminuye al sobreexpresar TcSIR2RP1HA, pero  incrementa por TcSIR2RP3HA 
[(‐/+)  vs  (‐/‐)].  La  reducción  en  el  número  de  amastigotes  cuando  la  expresión  de 
TcSIR2RP3HA se  indujo durante  la  infección [(+/‐) vs (‐/‐)], puede ser una consecuencia 
de la infectividad disminuída o puede indicar que la sobreexpresión de esta enzima en el 
estadío  tripomastigote  resulta  en  una  diferenciación  ineficiente  a  amastigotes, 




Figura 48: La sobreexpresión de  las sirtuinas afecta  la  infección de células Vero. Se ensayaron múltiples 
condiciones: (‐/‐), nunca se agrego Tetraciclina al medio, no hubo inducción; (+/‐), los tripomastigotes se 
pre trataron con Tet por 3 horas antes de la infección, y también se agrego tet durante la infección, pero 
luego  se  lavó;  (‐/+),  no  hubo  inducción  en  los  tripomastigotes,  se  agregó  Tet  por  48  horas  al  estadio 
amastigote; (+/+),  los tripomastigotes fueron pre tratados y se agregó Tet durante todo el experimento. 
Las  condiciones  (‐/‐)  y  (+/+)  también  se  ensayaron  en  presencia  de  75  μM Nicotinamida  (+  NAM).  El 
porcentaje de células infectadas (A) y el número de amastigotes por célula (B) se determinaron contando 
células teñidas con Giemsa en un microscopio óptico. Los resultados se expresan como la media ± desvío 
estándar  de  triplicados,  y  representan  uno  de  tres  experimentos  independientes.  Cada  condición  se 









Las  sirtuinas  son consideras biocatalizadores  fundamentales para  la vida y en algunas 
condiciones se ha visto que promueven la sobrevida [189]. Por lo tanto, hay un  interés 
creciente  en  las  sirtuinas  como  blancos  terapéuticos.  Se  han  reportado  numerosas 
estructuras  de  complejos  de  sirtuinas  con  sus  inhibidores  [125,190].  En  este  trabajo, 




potente y  selectivo  inhibidor de HsSIRT1,  con un  IC50  reportado de 0.1‐1  μM [191],  la 
baja toxicidad observada sugiere que ninguna de las sirtuinas presentes en T. cruzi está 





Consideramos  la  posibilidad  de  que  las  líneas  transgénicas  estén  protegidas  o  sean 
menos sensibles a los inhibidores de sirtuinas. Para evaluar esta hipótesis, ambas líneas 
fueron  tratadas  por  los  inhibores  en  ausencia  o  presencia  de  Tetraciclina.  Como  se 
puede  observar  en  la  figura  49,  la  sobreexpresión  de  las  sirtuinas  protege  a  los 
epimastigotes  de  la  inhibición  en  el  crecimiento  ocasionada  por  NAM  y  Cambinol. 
También  calculamos  los  valores  de  IC50    de  estos  dos  inhibidores  en  las  cepas 





Dm28c  salvaje 61.33 85.61 206.2
Dm28c SIR2RP1HA + Tet 97.58 135.8 ND













También  comparamos  la  viabilidad de  las  líneas  inducidas y  sin  inducir para  cada  compuesto.  La barra 
representa  la  media  ± el  desvío  estándar  *  p<0.05,  **  p<0.005,  ***  p<0.001  (T  de  Student,  no 
paramétrico). 
III.11. TcSIR2RP3 está involucrada en la respuesta al estrés oxidativo. 
Considerando  que  a muchas  sirtuinas  se  les  atribuyen  funciones  antioxidantes  y  que 
TcSIR2RP3 se localiza en la mitocondria, probamos la sensibilidad de la cepa transgénica 

















Dm28c  salvaje 100.8 2.1 8.9
Dm28c SIR2RP3HA ‐ Tet 112 3.5 9







de  las  sirtuinas  exógenas  inducidas  por  Tetraciclina  se  asemeje  al  de  las  enzimas 
endógenas. Esta observación sugiere que  los niveles proteicos podrían estar regulados 
por  un  mecanismo  post  transcripcional  independiente  de  las  regiones  3’  y  5’  no 
codificantes,  las  cuales  están  ausentes  en  las  contrucciones  del  pTcINDEX‐GW  o  por 
mecanismos post traduccionales. 
Nuestros  resultados  claramente demuestran que TcSIR2RP1  y TcSIR2RP3  son enzimas 
citoplasmática  y  mitocondrial  respectivamente.  Esto  era  de  esperar  ya  que  ambas 
proteínas  carecen  de  la  porción N‐terminal  responsable  de  la  localización  nuclear  de 











algunas  diferencias  conocidas  entre  estas  especies.  TbSIR2RP1  participa  del 
silenciamiento  epigenético  de  las  regiones  teloméricas  transcriptas  por  la  ARN 
polimerasa  I,  mientras  que  nada  similar  ocurre  en  T.  cruzi  o  Leishmania.  En  P. 
falciparum,  una  sirtuina  nuclear  (PfSIR2A)  filogenéticamente  no  relacionada  a 
TbSIR2RP1,  también  esta  implicada  en  el  silenciamiento  de  genes  teloméricos.  En 
conjunto, estos datos sugieren que  la participación de una sirtuina en  la deacetilación 
de histonas representa la excepción, asociada al silenciamiento telomérico, en lugar de 
la  regla  en  cuanto  a  la  función  de  las  sirtuinas  en  estos organismos,  y  podría  ser un 
ejemplo de evolución convergente. 
Más  allá  de  su  localización  celular  y modo  de  acción,  las  sirtuinas  son  consideradas 
reguladores  pro‐sobrevida.  Estas  funciones  están  relacionadas  al  uso  del NAD+  como 
sustrato,  el  cual  junto  con  la  acetil‐CoA,  el  sustrato  de  las  Acetiltransferasas,  son 
considerados sensores del estado energético de la célula. Las sirtuinas nucleares, como 
HsSIRT1,  regulan  la  respuesta  transcripcional  al  hambreado  o  el  estrés  redox  y  bajo 
ciertas condiciones, sirtuinas citoplasmáticas y mitocondriales se importan al núcleo con 







TCA  [194‐196]. HsSIRT3 disminuye  la producción de  especies  reactivas del oxígeno  al 
estimular  la actividad de  la Superoxido dismutasa 2, y favorece  la respiración celular al 
incrementar  las  actividades  del  complejo  I,  complejo  II  (vía  la  Succinato 
deshidrogenasa),  complejo  III  y  de  la  Isocitrato  deshidrogenasa  2,  afectando  el 
metabolismo  de  glucosa  y  lipidos.  Finalmente,  la  HsSIRT3  también  estimula  la  β‐
oxidación  y  la  formación de  cuerpos  cetona al  activar  la Acyl CoA deshidrogenasa de 





más  estudios  para  determinar  si  las  sirtuinas  de  trypanosomas  comparten  estas 
funciones,  algunos  de  nuestros  resultados  se  pueden  interpretar  bajo  este  contexto: 
TcSIR2RP1  favorece  la metaciclogénesis, un proceso de diferenciación  inducido por el 
hambreado del parásito [197‐198]. La infectividad aumentada de esta cepa se parece a 
lo observado por Sereno y colaboradores con LmSIR2RP1 [199]. Dado que detectaron a 
esta  sirtuina  en  la  fracción  secretada  de  los  parásitos,  construyeron  fibroblastos  que 
sobreexpresan  LmSIR2RP1,  los  cuales  resultaron más permisivos hacia  la  invasión por 
Leishamnia. Estos resultados sugieren una función para  las sirtuinas citoplasmáticas en 
la  relación huésped‐parásito. En contraste, TcSIR2RP3 parece no estar  implicada en  la 
metaciclogénesis o  la  infección celular, pero si  favorece  la duplicación de amastigotes 
intracelulares,  lo  cual ocurre en un  ambiente oxidante,  sugiriendo  la participación de 
esta  enzima  en  la  respuesta  al  estrés  oxidativo.  En  efecto,  la  cepa  sobreexpresante 
resultó más resistente al tratamiento con compuestos que generan radicales libres.  
La  actividad de  las  sirtuinas en  la protección de  las  células  al estrés  y  al hambreado, 
incrementando  así  su  sobrevida,  llevó  a  establecer  su  rol  en  la  proliferación  celular. 
Actualmente, muchos inhibidores de sirtuinas están siendo ensayados contra diferentes 
tipos  de  cáncer.  Por  otro  lado,  activadores  de  sirtuinas  son  considerados  como 
potenciales  drogas  anti‐envejecimiento.  También  se  propuso  a  las  sirtuinas  como 
blancos prometedores para el desarrollo de drogas contra Trypanosomas, Plasmodium y 



















organismos:  enriquecimiento  de  peptidos  acetilados  por  inmunoafinidad  seguido  de 
espectrometría  de  masas  de  alta  resolución.  Al  igual  que  en  los  acetilomas  ya 















fusiones  a  una  proteína  fluorescente.  La  existencia  de  mecanismos  bioquímicos  de 
regulación para  las  vías metabólicas del  glicosoma ha  sido  propuesto por numerosos 














ultraestructura  celular  de  los  parásitos  y  también  realizamos  curvas  de  crecimiento, 
ensayos  de metaciclogénesis  e  infecciones  in  vitro.  La  sobreexpresión  de  la  proteína 
salvaje produce epimastigotes con morfología aberrante que casi no se replican y no se 
diferencian  correctamente  a  tripomastigotes  metacíclicos,  pero  hace  que  los 




Estas  son  deacetilasas  NAD+  dependientes,  cuyos  dominios  catalíticos  y  de  unión  a 
NAD+ están conservados. La expresión de estas enzimas está diferencialmente regulada 
entre  los  distintos  estadios:  TcSIR2RP1  es  más  abundantes  en  epimastigotes  y 
amastigotes que en tripomastigotes, mientras que  la expresión de TcSIR2RP3 es mayor 
en  epimastigotes  que  en  amastigotes  y  en  tripomastigotes  no  fue  detectada  en  las 
condiciones  ensayadas. Nuestros  resultados  claramente demuestran que  TcSIR2RP1  y 
TcSIR2RP3  son enzimas  citoplasmática  y mitocondrial,  respectivamente. En  este  caso, 
también  obtuvimos  cepas  transfectantes que  sobreexpresan  las  versiones  salvajes  de 
estas  proteínas.  Con  estas  líneas  se  realizaron  curvas  de  crecimiento,  ensayos  de 
metaciclogénesis  e  infecciones  in  vitro.  A  estas  cepas  también  se  les  analizó  su 
morfología,  ultraestructura  celular  y  susceptibilidad  a  inhibidores  de  sirtuinas. 
TcSIR2RP1  favorece  la  diferenciación  de  epimastigotes  a  tripomastigotes  y  estos 
resultan  más  infectivos,  pero  no  tiene  ningún  efecto  sobre  la  duplicación  de 
epimastigotes. En cambio, TcSIR2RP3 modifica el crecimiento de epimastigotes pero no 
afecta  su  morfología  ni  su  tasa  de  metaciclogénesis.  La  capacidad  infectiva  de  los 
tripomastigotes  se  ve  levemente  disminuída  pero  la  tasa  de  duplicación  de  los 
amastigotes intracelulares aumentada. TcSIR2RP3 estaría involucrada en la respuesta al 
estrés  oxidativo.  En  conjunto,  nuestros  resultados  sugieren  que  la  actividad  de  las 
sirtuinas  es  importante  para  la  proliferación  de  las  formas  replicativas,  para  la 
interacción huésped‐parásito y para  la diferenciación entre  los distintos estadíos, pero 
cada una está involucrada en diferentes procesos.  
Como  ocurre  en  otros  protozoos,  los  procesos  mediados  por  acetilación  son 
importantes  en  Trypanosoma  cruzi.  Se  observó  en  otros  tripanosomátidos  que  las 
enzimas  encargadas  de  deacetilar  diversos  blancos  son  necesarias  para  su  sobrevida 







como  estrategia  terapéutica  para  el  tratamiento  del  cáncer.  Su  actividad  anti‐
proliferativa se da tanto a través de la interferencia con el remodelado de la cromatina 
así  como mediante  la  alteración  del  estado  de  acetilación  de  proteínas  no‐histonas 
claves para distintos procesos celulares [145]. El número de inhibidores de deacetilasas 
que son aprobados y entran al mercado para el tratamiento de tumores se encuentra en 
aumento  continuamente y  sería muy  importante evaluar  su actividad contra distintos 



































realizar  alineamientos  múltiples  se  utilizó  el  programa  ClustalX.  Los 
alineamientos múltiples  se  editaron  con  BioEdit  o  en  línea  con  el  programa 
ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/). 
 Para  la  predicción  y  alineamientos  de  estructuras  secundarias  se  utilizó  el 
programa  Modeller  (https://salilab.org/modeller/)  y  el  servidor  I‐TASSER 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I‐TASSER/).  Para  la  predicción  de 
localización  subcelular  se  utilizaron  los  servidores  en  línea  Wolf  pSORT 
(http://wolfpsort.org), pSORT II (http://psort.ims.u‐tokyo.ac.jp/) y PeroxisomeDB 
(http://www.peroxisomedb.org/home.jsp). 





























que  contiene  por  litro:  5  g  de  infusión  de  hígado;  4  g  de NaCl;  0,4  g  de  KCl;  5  g  de 
triptosa;  8  g  de Na2HPO4  anhidro  y  4  g  de  glucosa,  complementado  con  1250  μl  de 
solución de hemina (20 mg/ml en NaOH 0.2N) y 15 g de extracto de  levadura por litro. 





(del  inglés  “Triatomine  Artificial  Urine”)  compuesto  por:  CaCl2  2  mM,  MgCl2  2mM, 
NaHCO3 0,035%, NaCl 190 mM, KCl 17 mM, NaH2PO4 15 mM, Na2HPO4 0,47 mM y H2O 
csp 1 litro. 




















Los  epimastigotes  de  las  cepas  CL  Brener  y  Dm28c  son  mantenidos  en  nuestro 







Luego  fueron  infectadas con tripomastigotes de  la cepa Dm28c (8x105 parásitos en  los 
frascos de 25 cm3 y 25x105 parásitos en los frascos de 75 cm3). Se incubaron durante 5 
horas  a  37°C,  se  lavaron  con  PBS  para  separar  los  parásitos  que  no  ingresaron  a  las 




comienzan a aparecer  los  tripomastigotes en el espacio extracelular al  liberarse por  la 
lisis de las células infectadas. 




pellet  al  sobrenadante.  Luego de  contar  el número de  tripomastigotes  en  cámara de 
Neubauer, se pre‐incubaron en ausencia o presencia de 0.25 μg/ml Tetraciclina durante 

















por centrifugación a 1.000 x g por 10 minutos. Se  lavó el pellet con PBS  frío,  siempre 
manteniendo en hielo, y luego se pasó diez veces a través de una jeringa de tuberculina 
para  facilitar  la  ruptura  celular.  En  cada paso  se  fue  observando  al microscopio para 
verificar  la  presencia  de  amastigotes.  Finalmente  se  centrifugó  a  1.000  x  g  por  10 
minutos  y  el  sedimento  obtenido  se  utilizó  para  preparar  láminas  para 
inmunofluorescencia o se conservaron a  ‐70°C hasta su utilización para  la preparación 
de extractos. 
Alternativamente,  se  realizaron  infecciones  sobre  cubreobjetos  circulares  estériles  en 
placas  de  24  pocillos.  Por  cada  pocillo  se  agregaron  3.000  células Vero.  Luego de  48 
horas,  se  obtuvieron  células  sub‐confluentes,  y  se  realizó  la  infección  con  3‐7,5  x104 
tripomastigotes por pocillo. Luego de 48 horas post‐infección los pocillos fueron lavados 






donde  se  observaba  la  presencia  de  tripomastigotes  fuera  de  las  células  en  el 
sobrenadante  del  cultivo.  Para  colectar  éstas  formas  móviles,  se  juntaron  los 
sobrenadantes de  cada  frasco  y  se  centrifugaron  a  1.500  x  g.  Los  sedimentos  fueron 
lavados con PBS y luego se resuspendieron en 1 o 2 ml de PBS. Se contaron en cámara 





centrifugaron  para  conservar  a  ‐70°C  hasta  su  utilización  para  la  preparación  de 
extractos. 
Obtención de tripomastigotes metaciclicos (metaciclogénesis in vitro) 
Se partió de un  cultivo de epimastigotes en  fase estacionaria  (2x107 parásitos/ml), el 
cuál se colectó por centrifugación a 500 x g por 5 minutos y se lavó con un volumen de 
PBS. El sedimento se  resuspendió en medio TAU en un volumen  tal de obtener 5x108 
parásitos/ml.  Se  incubó  por  2  horas  a  28°C  y  luego  se  diluyó  cien  veces  en medio 
TAU3AAG (5x106 parásitos/ml). Se tomaron alícuotas a las 72 y 96 horas para visualizar 




PBS  y  se  adhirieron  en  portaobjetos  por  20  minutos.  Luego  se  fijaron  con  para‐






4%  y  colocaron en  cámara de Neubauer. Alternativamente, el  crecimiento  relativo  se 
determinó  utilizando  un  contador  hematológico  automatizado  (W19  Counter  AA  de 
Weiner Lab) adaptado para contaje de epimastigotes. Los cultivos  se consideraron en 
fase exponencial temprana de crecimiento cuando contenían densidades de entre 0,5‐
1x107  parásitos/ml,  en  fase  exponencial  entre  1‐5x107  parásitos/ml  y  en  fase 




527),  del  Beznidazol  y  de  los  compuestos  que  generan  radicales  libres  (H2O2  y 
Nifurtimox),  los  epimastigotes  de  las  distintas  cepas  se  cultivaron  a  28°C  en  LIT 
suplementado  con  10%  SFB  en  ausencia  o  presencia  de  0.5  μg/ml  Tetraciclina  y  con 
distintas  concentraciones de  los  compuestos,  por  triplicado.  El  crecimiento  celular  se 








De  todos  los experimentos  se  realizaron al menos  tres  independientes,  cada uno  con 
triplicados.  Los  datos  se  presentan  como  la media  ±  el  desvio  estandar.  El  análisis 
estadístico  se  realizó por T de  Student, Mann‐Whitney no paramétrico  y ANOVA.  Las 
diferencias entre los grupos experimentales se consideraron significativas si: p<0.05 (*), 






16 horas  con  agitación  constante, en  LB  suplementado  con 0,1 mg/ml de Ampicilina. 
Este  cultivo  saturado  se  utilizó  en  relación  1:100  para  inocular  10  a  1000 ml  de  LB 




tampón  de  lisis  correspondiente  según  el  protocolo  de  purificación.  Los  extractos  se 
sonicaron  en  hielo,  con  5‐15  pulsos  de  10  segundos  de  duración  a  25%  de  amplitud 






mg/ml,  leupeptina  3  mg/ml)  se  enfrentaron  3  veces  con  columnas  de  matriz  Ni2+‐
agarosa equilibrada con Solución B (NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, Urea 8 M, ajustado a 
pH 8  con NaOH),  con  la  cantidad de matriz  recomendada por el proveedor  (Qiagen). 









utilizando  filtros  para  centrifugación  Centriprep  YM‐10  o  Ultrafree‐MC  (Millipore, 
Amicom Inc.). 
Cuantificación de proteínas 
Para  cuantificar  proteínas  se  utilizó  Ácido  bicinconínico  y  sulfato  de  cobre 
pentahidratado en una relación 50/1. Se preparó una curva de calibración con BSA, a 50 
μl de muestra (incógnita y curva) se le agregó 150 μl de mezcla de reactivos y se incubó 
por  20  minutos  a  37°C.  Luego  se  midió  absorbancia  a  630  nm  y  se  determinó  el 
contenido proteico de  la muestra  incógnita a partir de  la curva de calibración de BSA. 
Alternativamente  se  utilizó  el  kit  comercial  “BioRad  Protein  Assay”  según  las 
indicaciones del fabricante. 
Inmunización de conejos para obtención de anticuerpos 
Las  proteínas  de  fusión  purificadas  se  electroeluyeron  y  se  inyectaron  en  conejos  en 
forma  subcutánea  con  100  μg  de  proteína  (1:1)  en  adyuvante  de  Freund ́s  completo 
(Sigma)  y  con  dos  refuerzos  de  50  μg  de  proteína  en  adyuvante  incompleto  con 




dichos  animales  con  las  proteinas  recombinantes.  Para  la  purificación  se  procedió  a 
incubar  la  proteína  recombinante  inmovilizada  en membrane  de  nitrocelulosa  con  el 
suero, en agitación, durante  toda  la noche a 4°C. Luego se  lavó con 30 volúmenes de 
PBS. Los anticuerpos anti‐TcBDF1, anti‐TcSIR2RP1 y anti‐TcSIR2RP3 se eluyeron en cinco 
alícuotas  de  500  μl  de  trietilamina  0,1  M  pH  11,5,  las  cuales  se  neutralizaron 












con  PBS  dos  veces.  El  sedimento  se  resuspendió  en  200  μl  de  tampón  de  lisis Urea 
(Hepes  20 mM  pH  8,  Urea  8 M)  y  tampón  de  siembra.  La muestra  se  hirvió  por  5 
minutos y se centrifugó 15 minutos a 15.000 x g. 
  Extractos nucleares y no nucleares 
Se  colectaron  parásitos  en  fase  exponencial  de  crecimiento,  a  3.000  rpm  por  10 
minutos.  Se  lavaron  dos  veces  con  PBS  y  se  resuspendieron  en  1 ml  (cada  1‐5  x  108 
parásitos)  de  tampón  de  lisis  A  y  se  incubaron  en  hielo  durante  45  minutos 
aproximadamente, hasta observar la lisis al microscopio. 
Luego se agregó glicerol al 5% V/V y se centrifugó a 2.000  rpm durante 10 minutos a 
4°C, quedando  los núcleos en  la fase  insoluble (la fase soluble corresponde al extracto 
de  proteínas  no  nucleares).  Éstos  fueron  lavados  e  incubados  en  hielo  durante  10 






























Medida  de  actividad  Malato  deshidrogenasa:  T.  cruzi  presenta  una  isoforma  de  la 
enzima  de  localización  glicosomal  y  otra  de  localización mitocondrial,  por  lo  que  la 








localización  citosólica.  Para medir  la  actividad  α‐Hidroxi‐ácido  deshidrogenasa  en  los 
extractos obtenidos, se incubaron 4 μl de NADH 0,5 mM, 7 μl de Fenilpiruvato 1 mM, 2 




A partir de un  cultivo de 200‐400 ml,  se  colectaron parásitos en  fase de  crecimiento 
exponencial,  a  2.000  x  g  por  10  minutos.  Se  lavaron  dos  veces  con  tampón  de 
homogeneización y se resuspendieron en 1 ml de tampón de homogeneización (25 mM 
Tris‐HCl pH 8, 1mM EDTA, 0.25 M sacarosa y 1 mM PMSF). Los parásitos fueron lisados 
por  abrasión  en  un mortero  frio  conteniendo  la mezcla  de  parásitos  con  carburo  de 
silicio  (600  mesh)  en  una  relación  1:1.  El  lisado  se  diluyó  1/5  con  tampón  de 
homogeneización y se centrifugó a 100 x g durante 10 minutos para remover el carburo 
de silicio. El homogenado luego se sometió a una centrifugación diferencial: a 1.000 x g 











Separacion  de  proteínas  mediante  electroforesis  en  geles  desnaturalizantes  de 
poliacrilamida (SDS‐PAGE) 





250  (Sigma).  Los  tamaños de  las proteínas  fueron  estimados por  comparación  con  el 
marcador  de  peso  molecular  Prestained  Broad  Range  (Thermo  Scientific). 










Las proteínas  separadas por  SDS‐PAGE  se  transfirieron a membranas de nitrocelulosa 




hora a  temperatura ambiente con  leche descremada 5% en PBS y  luego  se  incubaron 
con  los anticuerpos primarios en  la dilución adecuada durante 3 horas a  temperatura 
ambiente,  o  alternativamente  16  horas  a  4°C.  Los  lavados  se  realizaron  en  PBS 
suplementado con Tween 0,2% o 0,5%, típicamente seis lavados de 5 minutos cada uno. 
Luego  se  incubó  con el  anticuerpo  secundario  acoplado a peroxidasa en una dilución 
1/20.000 durante una hora seguido de cinco  lavados con PBS Tween 0,5% y un último 








se  adhirieron  por  20 minutos  en  portaobjetos  tratados  con  Poli  Lisina  0,1  μg/μl  30 
minutos  a  37°C.  Luego  se  fijaron  con  formaldehido  3,7%  en  PBS  por  20 minutos,  se 
incubaron con Tritón X‐100 0,2% en PBS por 10 minutos para permeabilizar y se lavaron 
con  PBS  2  veces.  A  continuación  se  incubaron  con  el  anticuerpo  primario  específico 




co‐localización  se  incubaron  con  los  dos  anticuerpos  secundarios  al mismo  tiempo) 
junto  con  4',6‐Diamidino‐2‐fenilindol  diclorhidrato  (DAPI).  Finalmente  se  lavaron  con 









NaCl  100  mM  y  Tritón  X‐100  0,1%  suplementado  con  inhibidores  de  proteasas,  se 
sonicaron  con  tres pulsos de 10  segundos  con potencia de  25%  y  se  centriguraron  a 
14.000  rpm por 15 minutos a 4°C. El  sobrenadante proteico  se  incubó  con anti‐Acetil 
lisina  (Milipore  y  Cell  Signaling)  acoplado  a  las  esferas  magnéticas  (Dyna  Beads, 
Invitrogen) a 4°C por 16 horas.  Luego de varios  lavados,  se  recuperaron  las proteínas 
acetiladas por elución por pH ácido.  
En  la  aproximación B,  los parásitos  se  lisaron  con  tampón urea  (Hepes 20 mM pH 8, 





















tampón  cacodilato  0,1  M.  Posteriormente  se  lavaron  en  el  mismo  tampón  y  se 
deshidrataron  utilizando  soluciones  de  acetona  de  concentración  creciente  y  se 
embebieron en Epon, primero como una mezcla Epon‐acetona (1:1) y después con Epon 
puro.  Las  secciones  ultra  finas  se  obtuvieron  utilizando  un  ultramicrótomo  Leica 
(Reichtert Ultracuts). Las muestras se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo. 
Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio de transmisión Zeiss 900. Los 







reverso,  y 1U de polimerasa Taq  (Invitrogen o Pegasus).  Se empleó un  termociclador 
Eppendorf Mastercycler Gradient y  la amplificación de  los  fragmentos se realizó en 35 
ciclos  de  desnaturalización  (50  segundos  a  94°C),  hibridación  (50  segundos  a  la 
temperatura óptima para cada par de cebadores), extensión (72°C con el tiempo fijado a 
1 minuto  por  1Kpb  a  amplificar),  seguido  por  un  paso  final  de  extensión  durante  5 
minutos. 
Para  las PCRs de colonia bacteriana se tomó una colonia directamente de  la placa con 




































Para  la obtención de  las mutantes puntuales  se utilizó una estrategia de mutagénesis 
sitio dirigida de  tipo ZOE‐PCR  (Figura 51). Se diseñaron  los oligonucleótidos cebadores 










Para  las  reacciones  de  PCR  se  utilizó  como molde  el  plásmido  pCR2.1TOPO‐TcBDF1 
previamente  construido  en  el  laboratorio.  Se  realizaron  30  ciclos  de  reacción,  una 
temperatura de hibridación de 55°C, mayor  concentración de dNTPs  (cuatro  veces  el 
valor  habitual)  y  la  enzima  Pfx  ADN  polimerasa  (Invitrogen)  (el  doble  de  lo  utilizado 
generalmente).  Ambos  fragmentos  con  una  mutación  puntual  (TcBDF1Y102A‐HA  y 
TcBDF1V109A‐HA)  se  usaron  juntos  como  molde  para  la  amplificacion  del  doble 
mutante.  Una  vez  obtenidos  los  plásmidos  pCR2.1TOPO‐TcBDF1Y102A‐HA, 
pCR2.1TOPO‐TcBDF1V109A‐HA  y  pCR2.1TOPO‐TcBDF1Y102A/V109A‐HA,  se  utilizaron 
para  la obtención de  los fragmentos de  interés, y su posterior clonado en el vector de 
entrada del sistema Gateway pENTR3C  (Invitrogen) y  luego en pDEST17  (Invitrogen) o 
pTcINDEX‐GW  [180].  Las  secuencias  codificantes  para  TcBDF1,  TcBDF1‐HA, 





se utilizó  aproximadamente  1 U de  enzima por  μg de ADN.  Los productos  obtenidos 
luego  de  la  reacción  se  verificaron mediante  electroforesis  en  geles  de  agarosa  y  se 
estimó  el  tamaño de  los  fragmentos  generados por  comparación  con marcadores  de 
peso molecular comerciales. 
Electroforesis de ADN en geles de agarosa 
Las muestras de ADN  (ADN plasmídico,  fragmentos de  restricción, productos de PCR) 
fueron resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta concentración 
(0.8% a 2%) según el tamaño de  los fragmentos a separar. Se utilizó el sistema de tipo 
submarino  [204].  La  solución  reguladora  TAE  0,5  X  se  utilizó  como  solución  de 
electroforesis  y  para  la  preparación  de  geles.  Previo  a  la  siembra,  las  muestras  se 
mezclaron  con  solución  de  siembra  compuesta  por  0,025 %  p/v  azul de  bromofenol, 
0,025%  p/v  xilencianol  y  30%  v/v  glicerol,  en  una  proporción  5:1  en  volumen  de 
muestra:  solución  de  siembra.  Como marcadores  de  peso molecular  se  utilizaron  λ‐
HindIII, 100 pb  ladder o 1 kpb  ladder  (PBL). La corrida electroforética se  realizó a una 
intensidad  de  corriente  constante  de  50 mA  a  70 mA.  Para  el  revelado  se  utilizó  el 
agente  intercalante Gel Green  (Biotium). Luego de  la electroforesis el ADN se visualizó 










especificaciones  del  fabricante.  El  resultado  de  la  purificación  se  evaluó  por 
electroforesis en gel de agarosa. 
Purificación de ADN plasmídico de E. coli 
















Los  fragmentos de ADN  codificantes  se amplificaron por PCR utilizando  los  cebadores 
específicos mencionados anteriormente. Los productos de amplificación se resolvieron 
en  geles  de  agarosa,  se  purificaron  a  partir  de  los mismos  y  se  ligaron  en  el  vector 
pCR2.1 TOPO (Invitrogen) de acuerdo a  las especificaciones del fabricante. Las mezclas 
de  ligación  se  transformaron  en  E.  coli  (DH5α  o  XL‐1  Blue)  electrocompetentes  y  se 










restricción y  tratado con  fosfatasa alcalina  intestinal  (Promega), utilizando 1U de esta 
enzima. Ambas digestiones  fueron  sometidas a electroforesis en un gel de agarosa, a 
partir del cual se purificaron los fragmentos de ADN correspondientes al vector digerido 
y  a  los  insertos  a  clonar.  Finalmente  se  ligó  cada  fragmento  de  ADN  con  el  vector 
digerido utilizando una relación 1:3 vector/inserto, en un volumen  final de 10 μl en el 
tampón  específico  para  la  enzima,  con  0,5  U  de  ADN  ligasa  del  bacteriófago  T4 
(Fermentas).  La  reacción  de  ligación  se  incubó  dos  horas  a  temperatura  ambiente  y 




de TcBDF1  se obtuvieron a partir del  vector pCR2.1 TOPO digiriendo  con  las enzimas  
XbaI y SalI. El vector pTREXmCherry [178], para expresión en T. cruzi, se digirió con  las 




según  las  especificaciones  del  proveedor  (Invitrogen).  Las  secuencias  codificantes 
clonadas en el vector de entrada (pENTR3C) fueron transferidas al vector de destino de 
interés  (pDEST17,  pTcINDEX‐GW).  Luego  se  transformaron  en  células  de  E.  coli 



















glucosa y  se  incubó 1 h a 37°C. Se  sembraron con espátula de Drigalsky en placas de 
Petri  conteniendo  LB  agar  suplementado  con  el  antibiótico  adecuado  según  la 
resistencia de la cepa bacteriana y del plásmido utilizado. Se suplementó además con X‐
Gal 40 mg/ml e IPTG 1 mM para las ligaciones en los vectores T. Las placas se incubaron 






con  350  μl  de  solución  de  transfección  (0.5  mM  MgCl,  0.1  mM  CaCl2  en  PBS).  Se 
agregaron  40  μl  de DNA  plasmídico  (15‐100  μg),  purificado  con  el  sistema  comercial 
“QIAGEN  plasmid  purification  Maxi  kit”  y  se  incubó  en  hielo  durante  15  minutos. 
Finalmente  se  electroporó  en  cubetas  de  0.2  cm  en  BioRad  Gene  Pulser  XCell  con 












de  selección  y mantener  los  cultivos.  Las  construcciones  en  pTcINDEX‐GW  utilizadas 













Trypanosoma  cruzi  intraspecific  nomenclature:  second  revision meeting  recommends 
TcI to TcVI. Mem Inst Oswaldo Cruz 104: 1051‐1054. 
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TriTryp ID Descripción Gene Bank ID PM Localización Proceso biológico Exp.
Biología de la cromatina
TcCLB.511323.40 Histona  H2A  gi|72391930 19 kDa Núcleo
Organización de  la  cromatina  y de  los  
cromosomas, ensamblado de  nucleosomas A
TcCLB.506779.150 Histona  H2B variante gi|71653830 16 kDa Núcleo
Organización de  la  cromatina  y de  los  
cromosomas, ensamblado de  nucleosomas A
TcCLB.511635.10 Histona  H2B  gi|205278866 (+8) 12 kDa Núcleo Ensamblado de  nucleosomas B
Procesamiento ADN/ARN
TcCLB.508319.40 ARN hel icasa   gi|71411514 49 kDa Citosol Procesamiento ARN AB
TcCLB.508141.40 ARN hel icasa  ATP‐dependiente gi|407852405 (+2) 131 kDa Citosol Procesamiento ARN B
TcCLB.508461.140 Proteína  de  unión a  poly(A)  gi|340056333 (+3) 61 kDa Procesamiento ARN B
TcCLB.507221.80 5'‐3' exonucleasa  XRNC, putativa gi|342182575 64 kDa Núcleo Procesamiento ARN B
TcCLB.509791.120 Proteína  asociada  al  kinetoplasto (KAP6) gi|71654654 21 kDa Mitocondria Empaquetamiento de  ADN A
TcCLB.507927.20 Proteina  de  unión a  ol igo_U  TBRGG1 gi|71414902 97 kDa Mitocondria Bios íntes is  ARN A
Traducción y biogénesis de ribosomas
TcCLB.510999.39  40S proteína  ribosomal  S3a   gi|71665348 30 kDa Ribosoma Traducción AB
TcCLB.507251.20 60S proteína  ribosomal  L21E gi|71403133 (+4) 18 kDa Ribosoma Traducción A
TcCLB.506297.150 40S proteína  ribosomal  S5 gi|70834090 21 kDa Ribosoma Traducción AB
TcCLB.507513.60 40S proteína  ribosomal  S16  gi|71424421 17 kDa Ribosoma Traducción A
TcCLB.510243.40  60S proteína  ribosomal  L10 gi|71422972 25 kDa Ribosoma Traducción A
TcCLB.503833.40 40S proteína  ribosomal  S2  gi|342184985 (+5) 29 kDa Ribosoma Traducción B
TcCLB.508207.110 60S proteína  ribosomal  L7 gi|71662832 28 kDa Ribosoma Biogénes is  de  ribosomas A
TcCLB.508175.309  60S proteína  ribosomal  L19  gi|12407954 (+7) 38 kDa Ribosoma Traducción, biogénes is  de  ribosomas B
TcCLB.506593.30 Proteína  ribosomal  S7 gi|407851711 (+2) 26 kDa Ribosoma Traducción B
TcCLB.504121.30 60S proteína  ribosomal  L4 gi|407410738 (+4) 44 kDa Ribosoma Traducción B
TcCLB.506241.170 40S proteína  ribosomal  S6 gi|407862967 (+1) 28 kDa Ribosoma Traducción, regulacion del  crecimiento celular B
TcCLB.505977.26 Proteína  ribosomal  tipo P2 gi|10634 (+1) 11 kDa Ribosoma Traducción, elongación B
TcCLB.506925.120 Factor iniciador eucarióti co 5a   gi|71659671 18 kDa Citosol Iniciación de  la  traducción B
TcCLB.506459.290 Factor de  elongación 1‐gamma  (EF‐1‐gamma) gi|430384527 (+1) 47 kDa Núcleo/Cito Elongación de  l a  traducción B
TcCLB.511367.370 Factor de  elongación 1 al fa gi|205278886 (+7) 49 kDa Citosol
Elongación de  l a  traducción, procesos  
asociados  al  microtúbulo, señal ización 
mediada  por ca lcio B
TcCLB.510963.90 Factor de  elongación 2 gi|70832371 94 kDa Citosol Traducción B
TcCLB.506679.70 Factor iniciador de  la  traducción eucarióti co (eIF‐6) gi|313118266 (+4) 27 kDa Ribosoma Ensamblado de  ribosomas  maduros B
TcCLB.511181.80 Sintetasa  treoni l ‐ARNt gi|71655606 93 kDa Citosol Traducción, ARNt aminoaci lacion B
TcCLB.509039.4 Sintetasa  asparti l ‐ARNt gi|71406177 14 kDa Citosol
Ensamblado de  complejos  proteicos , 
asparagini l ‐ARNt 
aminoaci lación B
TcCLB.509247.50 Sintetasa  metioni l ‐ARNt gi|407842268 86 kDa Citosol Metioni l ‐ARNt aminoaci lación B
TcCLB.506207.50 Proteína  tumora l  controlada  por la  traducción (TCTP) gi|71407834 20 kDa Cito/Mito Traducción B
TcCLB.510579.70
Subunidad del  complejo asociado al  pol ipéptido 




TcCLB.411235.9 Tubul ina  al fa gi|1314208 (+2) 47 kDa Microtúbulos
Organización ci toesqueleto/microtúbulos , 
proceso cataból i co de  GTP 
movimiento de  componentes  celulares ; 
pol imerización proteica B
TcCLB.506563.40 Tubul ina  beta  2.3  gi|18568141 50 kDa Microtúbulos
Organización ci toesqueleto/microtúbulos , 
proceso cataból i co de  GTP 
movimiento de  componentes  celulares ; 
pol imerización proteica B
TcCLB.411235.9 Tubul ina  eps i lon, putativa   gi|407398727 28 kDa Microtúbulos
Organización ci toesqueleto/microtúbulos , 
proceso cataból i co de  GTP 
movimiento de  componentes  celulares ; 
pol imerización proteica B
TcCLB.509617.20 ProteÍna  3 de  la  barra  paraflagelar, putativa gi|407410649 (+2) 69 kDa Microtúbulos
Movimiento de  componentes  celulares , 
locomoción B
TcCLB.511215.119 69 kDa  proteína  de  la  barra  paraflagelar, putativa gi|162179 (+4) 70 kDa Microtúbulos
Movimiento de  componentes  celulares , 
locomoción B
TcCLB.507891.47 Proteína  flagelar de  unión a  ca lcio, putativa gi|314159747 24 kDa Microtúbulos Movi l idad fl agelar, transporte  de  ión ca lcio B
TcCLB.508323.60  Centrina ,  putative gi|71655858 17 kDa Microtúbulos B
TcCLB.508323.100  I/6 autoantígeno, putativa   gi|407426011 (+3) 23 kDa Microtúbulos B
TcCLB.506391.10  Calmodul ina  (CALA2) gi|261335335 17 kDa Flagelo B






TcCLB.506249.70 Transportador ABC  gi|71408534 75 kDa Membrana Transporte A 
TcCLB.510773.20  Trans locador de  protones  pirofos fatasa  1 tipo vacuo gi|71652422 85 kDa Membrana Transporte  de  protones A
TcCLB.505763.19   H+‐ATPasa  tipo P gi|19401140 101 kDa Membrana
Proceso cataból ico de  ATP, procesos  
metaból i cos , transporte  de  protones A 
TcCLB.506025.50 Subunidad B ATP s intasa  tipo vacuolar  gi|407419769 (+3) 56 kDa Vacuola/l i sos
Transporte  de  protones , procesos  metaból icos  
de  ATP, hidról is i s  de  ATP acoplada  al  
transporte  de  protones B
TcCLB.511289.70 Proteina  1 transportadora  de  ADP y ATP gi|71664966 35 kDa Mitocondria Transporte AB
TcCLB.508741.229 Canal  selectivo de  aniones  dependiente  de  volta je gi|407864554 (+6) 30 kDa Mitocondria Transporte  de  iones B
TcCLB.509733.170 ATPasa  temporaria  del  reti culo endoplasmico gi|407409792 (+2) 95 kDa RE/membrana B
Proteína kinasas/fosfatasas
TcCLB.506297.190 Piruvato fos fato dikinasa  1 gi|10119899 (+1) 101 kDa Gl icosoma Fosfori lación B
TcCLB.507241.30 Arginina  kinasa gi|3831705 (+3) 40 kDa Citosol Fosfori lación B
TcCLB.509607.70 Serina/treonina  proteina  kinasa gi|407398250 (+3) 34 kDa Fosfori lación B
Respuesta al estres, chaperonas, degradación de proteínas
TcCLB.511465.10 Proteína  activadora  de  proteosoma  pa26 gi|407848921 (+3) 26 kDa Citosol Proteól i s is B
TcCLB.510729.70 20S proteosoma  subunidad al fa gi|11066267 27 kDa Citosol
Proteól i s is , catabol ismo de  proteínas  
dependiente  de  ubiquitina B
TcCLB.506859.20 Subunidad ATPasa  reguladora  de  proteosoma gi|340054604 (+7) 50 kDa Citosol
Catabol ismo de  proteínas  dependiente  de  
ubiquitina B
TcCLB.511181.50  Peptidasa  de  procesamiento mitocondrial , subunidagi|71655600 54 kDa Mitocondria Proteól i s i s AB
TcCLB.506295.130 Prohibi tina , putativa gi|70832347 32 kDa Mitocondria Proteól i s i s A 
TcCLB.511441.10 Calpa in cis teina  peptidasa   gi|71404593 145 kDa Citosol Proteól i s is B
TcCLB.509695.210 Serina  carboxipeptidasa  I I I   gi|342183847 52 kDa Citosol Proteól i s is B
TcCLB.510535.100 Cis teina  peptidasa  C (CPC)  gi|71424150 37 kDa Lisosoma Proteól i s is , regulación de  actividad cata l i tica B
TcCLB.504045.60  Carboxipeptidasa  termoestable  1 gi|71419295 58 kDa Citosol Proteól i s is , metabol ismo de  péptidos B
TcCLB.507689.30 Glutamami l  carboxipeptidasa,clan MH,fami l ia  M18 gi|71410070 44 kDa Citosol Proteól i s is , bios íntes is  de  arginina B
TcCLB.510837.20 Glutamami l  carboxipeptidasa gi|71403542 44 kDa Citosol Proteól i s is , bios íntes is  de  arginina B
TcCLB.508699.120 Dipeptidi l ‐peptidasa gi|407853131 85 kDa Citosol Proteol i s is , defosfori lación de  proteínas B
TcCLB.509213.120  Peptidasa  M20/M25/M40 gi|407863004 (+1) 52 kDa Citosol Proteól i s is B
TcCLB.510257.80 Dipeptidasa  ci tosol i ca  no especi fica gi|71421293 51 kDa Citosol Proteól i s is B
TcCLB.507641.290 Chaperonina  HSP60, precursor mitocondria l gi|407409707 (+2) 59 kDa Mitocondria
Plegamiento proteico, ensamblado de  
complejos , importe  a  la  matriz mitocondria l , 
metabol i smo proteico B
TcCLB.507029.30 70 kDa  HSP mitocondria l gi|205278870 (+2) 71 kDa Mitocondria Plegamiento proteico, patogénes is B
TcCLB.506941.280 70 kDa  HSP mitocondria l gi|71664216 19 kDa Mitocondria Plegamiento proteico, patogénes is
TcCLB.509505.50  10 kDa  HSP gi|71410857 (+1) 20 kDa Cito/mito Plegamiento proteico B
TcCLB.506135.9 70 kDa  HSP gi|71420615 30 kDa Citosol Plegamiento proteico, respuesta  al  estrés A
TcCLB.507831.60  HSP 110 gi|407407341 (+2) 47 kDa Citosol Plegamiento proteico B
TcCLB.511211.170 HSP70 gi|162117 (+3) 71 kDa Citosol Plegamiento proteico, respuesta  al  estrés B
TcCLB.509105.140 85 kDa  proteína gi|162111 (+4) 81 kDa Citosol Plegamiento proteico, respuesta  al  estrés B
TcCLB.509583.10  Chaperonina  TCP20 gi|407411302 (+2) 59 kDa Citosol
Plegamiento proteico, regulación del  ciclo 
celular, metabol ismo proteico B
TcCLB.508357.90 Proteína  1 del  complejo T, subunidad beta gi|407408620 (+2) 58 kDa Citosol
Plegamiento proteico, regulación del  ciclo 
celular, metabol ismo proteico B
TcCLB.506925.300 Ciclofi l ina  A, peptidi l ‐prol i l  ci s ‐trans  i somerasa  (CYCgi|71659715 19 kDa Cito/flagelo Plegamiento proteico B
TcCLB.509011.40  Calreticul ina gi|70877367 (+1) 46 kDa RE Plegamiento proteico B
TcCLB.506585.40 Proteína  regulada  por glucosa  78 gi|343473174 71 kDa RE
Plegamiento proteico, di reccionamiento a  la  
membrana  co‐traduccional  dependiente  de  SRP  B
TcCLB.508707.310 Proteína  rica  en repeti ciones  de  leucina gi|407411200 (+2) 100 kDa B
TcCLB.506321.290 Proteína  inducida  por estres  st1 gi|407395845 (+2) 63 kDa Citosol Unión de  proteínas B
TcCLB.508719.70 Proteína  de  direccionamiento al  flagelo kharon1 (KH gi|340366469 (+1) 44 kDa Bols i l lo fl age Direccionamiento proteico, patogénes is B
TcCLB.509775.40  Hierro superóxido dismutasa  A  gi|13488615 (+16) 23 kDa Mitocondria
Metabol i smo del  superóxido, oxidación‐
reducción B
TcCLB.503555.30 Trypanotion reductasa gi|157879377 (+2) 54 kDa Citosol Homeostas i s  celular, oxidación‐reducción B
TcCLB.507259.10 Tryparredoxin peroxidasa   gi|17224953 (+2) 22 kDa Citosol Oxidación‐reducción B
Metabolismo
Metabolismo de nucleótidos
TcCLB.508989.9  Nucleós ido fos fori lasa gi|407867017 (+2) 25 kDa Metabol i smo nucleós idos B
TcCLB.507559.80 Deoxyribosa ‐fosfato aldolasa gi|407402653 (+3) 29 kDa Citosol Catabol ismo de  deoxiribonucleótidos B
TcCLB.506789.280 Meti l tioadenos ina  fos fori lasa   gi|407858997 (+1) 33 kDa Citosol Metabol i smo nucleós idos B
Síntesis de ácidos grasos
TcCLB.509717.20 Precursor dihidrol ipoamida  aceti l trans ferasa   gi|71665855 50 kDa Mitocondria Bios íntes is  de  aceti l ‐CoA a  parti r de  piruvato A
TcCLB.510099.120 D‐i sómero específi co 2‐hidroxiácido dehidrogenasa   gi|71420052 39 kDa Oxidación‐reducción B
TcCLB.509213.100 3‐ketoaci l ‐CoA reductasa gi|71649843 36 kDa RE Oxidación‐reducción B
TcCLB.511287.49 Aldo‐keto reductasA gi|14279174 (+4) 32 kDa Citosol
Oxidación‐reducción, catabol ismo de  
D‐arabinosa B






TcCLB.509065.60 Gl icera ldehído‐3‐Fos fate  dehidrogenasa gi|284449412 39 kDa Gl icosoma
Metabol i smo de  glucosa, gl icól i s i s , 
oxidación‐reducción AB
TcCLB.504163.40 Fructose‐bis fosfato aldolasa   gi|71414541 41 kDa Gl icosoma Gl i cól i s i s A 
TcCLB.504105.140 Enolasa gi|340056899 47 kDa Citosol Gl i cól i s i s /Gluconeogénes is
TcCLB.510121.20 Hexokinasa gi|19703093 52 kDa Gl icosoma
Gl i cól i s i s , metabol ismo de  hidratos  de  
crabono B
TcCLB.506529.508 GlucosA‐6‐Fosfato i somerasa gi|40737779 (+2) 46 kDa Gl icosoma Gl i cól i s i s /Gluconeogénes is B
Síntesis/catabolismo de aminoácidos
TcCLB.509445.39 Glutamata  dehidrogenasa gi|71403573 43 kDa Mitocondria Metabol i smo aminoácidos B
TcCLB.505843.10 Glutamata  dehidrogenasa gi|71407286 24 kDa Mitocondria
Metabol i smo aminoácidos , oxidación‐
reducción AB
TcCLB.506857.20 Pyrrol ina ‐5‐carboxi lato reductasa gi|71650010 29 kDa Mitocondria Bios íntes is  prol ina, oxidación‐reducción A 
TcCLB.510187.20 Tiros ina  aminotransferasa gi|322820410 (+2) 46 kDa Citosol Metabol i smo aminoácidos , bios íntes is AB
TcCLB.506529.420 TcC31.28/ alanina  aminotransferasa gi|3063548 (+3) 44 kDa Bios íntes is     B
TcCLB.510381.10 Cis tationina  beta ‐s intasa gi|407424879 46 kDa Bios íntes is  ci s teína B
TcCLB.506247.220  Histidina  amonio‐l iasa   gi|407404724 67 kDa Citosol Catabol ismo histidina B
TcCLB.511229.50 S‐adenos i lhomocis teina  hidrolasa   gi|342186050 (+2) 21 kDa Metabol i smo B
Ciclo TCA
TcCLB.511575.60 Isoci trato dehidrogenasa   gi|71659757 47 kDa Mitocondria
Ciclo TCA, metabol ismo i soci trato, oxidación‐
reducción AB
TcCLB.507883.109 Malato dehidrogenasa  mitocondria l gi|71414199 (+1) 32 kDa Mitocondria
Ciclo TCA, metabol ismo hidratos  de  carbono, 
oxidación‐reducción B
TcCLB.508479.340 Succini l ‐CoA s intetasa  subunidad al fa gi|407846446 (+1) 32 kDa Mitocondria Ciclo TCA, metabol ismo B
TcCLB.510717.30 2‐oxoglutarato dehidrogenasa  componente  E1  gi|407403834 (+4) 113 kDa Mitocondria
Ciclo TCA, oxidación‐reducción, metabol ismo 
triptofano, catabol ismo l i s ina B
Síntesis ATP
TcCLB.510609.40 ATP s intasa  cadena  al fa , precursor mitocondria l gi|72392138 64 kDa Mitocondria
ATP  s íntes is /hidról i s i s  acoplada  al  transporte  
de  protones AB
TcCLB.510609.40 ATPasa  subunidad al fa   gi|407859052 63 kDa Mitocondria
ATP  hidról is i s  acoplada  al  transporte  
de  protones B
TcCLB.509233.180 ATPasa  subunidad beta   gi|407406474 (+2) 56 kDa Mitocondria
ATP  s íntes is  acoplada  al  transporte  
de  protones B
Metabolismo de compuestos aromáticos
TcCLB.509589.20 Esqualeno monooxigenasa gi|387233512 24 kDa Gl icosoma
Metabol i smo compuestos  aromáticos , 
oxidación‐reducción A
Metabolismo isoprenoide
TcCLB.511071.50 3‐hidroxi ‐3‐meti lglutari l ‐CoA s intasa gi|348658704 54 kDa Mitocondria
Metabol i smo i soprenoide, bios íntes is  
ergosterol AB
TcCLB.509167.20 3‐hidroxi ‐3‐meti lglutari l ‐CoA reductasa gi|407416622 46 kDa Mitocondria
Bios íntes is  i soprenoide, oxidación‐reducción, 
metabol i smo coenzima  A  B
Homeostasis redox
TcCLB.503419.30
Reductasa  1 dependiente  de  tiol , tiol  trans ferasa , 
glutation S‐trans ferasa gi|32395740 (+3) 48 kDa Homeostas i s  redox B
TcCLB.511019.90 Hierro superóxido dismutasa   gi|1066332 (+6) 22 kDa Mitocondria
Metabol i smo del  superóxido, oxidación‐
reducción AB
TcCLB.503555.30 Trypanotion reductasa gi|157879377 (+2) 54 kDa Citosol Homeostas i s , oxidación‐reducción B
TcCLB.507259.10 Tryparredoxin peroxidasa   gi|17224953 (+2) 22 kDa Citosol Oxidación‐reducción B
TcCLB.508461.80 Pros taglandinA F2al fa  s intasa   gi|340366435 (+1) 26 kDa Oxidación‐reducción B
TcCLB.504425.60 Alcohol  dehidrogenasa  NADP‐dependiente gi|407868275 (+3) 37 kDa Oxidación‐reducción B
TcCLB.503467.9 Fumarato reductasa  NADH‐dependiente   gi|71403387 64 kDa Gl icosoma Oxidación‐reducción A
Respiración aeróbica
TcCLB.506949.50 Citocromo c gi|71414147 12 kDa Mitocondria Respiración aeróbica B
TcCLB.506529.360 Citocromo c oxidas  subunidad IV gi|407844641 (+2) 39 kDa Mitocondria AB
TcCLB.510819.4 NADH‐ci tocromo b5 reductasa gi|407424622 (+1) 33 kDa Mitocondria Oxidación‐reducción B













TcCLB.506357.130 Proteína  hipotética gi|71664584 288 kDa A
TcCLB.508785.4 Proteína  hipotética gi|71411512 47 kDa A
TcCLB.503791.30  Proteína  hipotética gi|71408621 A
TcCLB.509047.40  Proteína  hipotética gi|407852130 (+2) 32 kDa B
TcCLB.508693.50  Proteína  hipotética gi|71415202 (+1) 29 kDa B
TcCLB.506605.120 Proteína  hipotética gi|407399639 (+1) 22 kDa B
TcCLB.510877.30 Proteína  hipotética gi|407404484 (+3) 25 kDa B
TcCLB.510725.40 Proteína  hipotética gi|71413661 (+1) 10 kDa B
TcCLB.507793.40  Proteína  hipotética gi|71404616 (+1) 12 kDa B
TcCLB.511529.210  Proteína  hipotética gi|342186644 16 kDa B
TcCLB.504423.30 Proteína  hipotética , conservada gi|407403703 (+2) 100 kDa B
TcCLB.504005.54 Proteína  hipotética , conservada gi|70870961 (+1) 12 kDa B
TcCLB.511823.14  Proteína  hipotética gi|407426026 (+4) 74 kDa B
TcCLB.511815.170  Proteína  hipotética gi|71651556 (+1) 61 kDa B
TcCLB.506221.90 Proteína  hipotética , conservada gi|70834930 74 kDa B
TcCLB.506529.140 Proteína  hipotética , conservada gi|342179939 45 kDa B
TcCLB.511729.60 Proteína  hipotética gi|71407656 41 kDa B
TcCLB.504199.20 Proteína  hipotética gi|71407337 16 kDa B
TcCLB.506441.20 Proteína  hipotética gi|407832526 (+2) 111 kDa B
TcCLB.506399.70 Proteína  hipotética gi|71414348 37 kDa Mitocondria Direccionamiento a  la  mitocondria A
TcCLB.504147.190 Proteína  hipotética , conservada gi|342184602 21 kDa Modificación proteica B
TcCLB.509505.40 Proteína  hipotética gi|407853646 (+2) 40 kDa Bios íntes is  ácidos  grasos B
TcCLB.509205.120 Proteína  hipotética gi|71416575 73 kDa Proteól i s is , defosfori lacion proteica B
Otras
TcCLB.508823.70  Proteína  P27 gi|71415865 28 kDa Mitocondria Regulación fosfori lación oxidativa A
TcCLB.509429.4 Proteína  retrotransposon hot spot (RHS) gi|70885510 101 kDa AB
TcCLB.505373.10 Proteína  retrotransposon hot spot (RHS) gi|407834553 30 kDa B
TcCLB.510669.20  Proteína  Gim5A, prtoeína  de  membrana  gl icosomal   gi|407408237 (+4) 27 kDa Gl icosoma Fis ión peroxisoma B
TcCLB.508727.9  Subunidad 10 del  complejo de  transcripción CCR4‐NOgi|407410148 (+1) 28 kDa Citosol B   
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